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“The sudden appearance of cyanoHABS can be viewed   
as a visible  and dramatic warning of the dangers t hat  
arise from decades of abuse of our inland waters 
the canary in the coal mine analogy” 
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Os danos oxidativos e a resposta antioxidante induzida pelo Cu2+ e triptamina em 
cianobactérias (Anabaena sp., Aphanizomenon gracile) e clorófitas (Ankistrodesmus falcatus) 
foram medidos pretendendo determinar se estas espécies possuem diferente eficiência na 
remoção de EROs. O Cu2+ e a triptamina induziram níveis mais elevados de MDA, produto final 
da peroxidação lipídica, e consequentemente maiores danos oxidativos em cianobactérias que 
na clorófita. Tal poderá estar relacionado com a maior indução da CAT e APX em A.falcatus, 
tornando este isolado mais eficiente na sequestração do H2O2. Embora não se tenham 
detectado diferenças significativas na actividade da CAT, verificou-se em ambas as culturas um 
aumento significativo na actividade da APX após exposição a triptamina. Por outro lado, em A. 
falcatus registou-se uma indução significativa (p <0,05) na actividade da CAT e APX após 24 
horas de exposição a 50 µM Cu2+ indicando a actuação destas enzimas na sequestração de 
H2O2. Estes resultados sugerem que os mecanismos de defesa em A. gracile são menos 
eficientes na remoção de EROs que em A. falcatus. Consequentemente A. gracile deverá ser 
uma espécie mais susceptível ao stress e A. falcatus mais tolerante ao mesmo. 
 



























Oxidative damage and antioxidant responses induced by Cu2+ and tryptamine on cyanobacteria 
(Anabaena sp. and Aphanizomenon gracile) and chlorophyte (Ankistrodesmus falcatus) were 
analyzed to determine if these species have different efficiency for the removal of ROS. Cu2+ 
and tryptamine induced higher levels of MDA, a lipid-peroxidation product, and consequently 
more oxidative damage, in the cyanobacteria than in chlorophyte. This is probably related to the 
higher induction of CAT and APX in A. falcatus, which leads this isolate to a more efficient 
scavenging of H2O2. While no significant changes in CAT activity were detected, both cultures 
showed an increased in APX activity following tryptamine exposure treatments. On the other 
hand, A. falcatus showed a significant (p <0,05) increase in CAT and APX activity after 24 hours 
exposure to 50 µM Cu 2+, indicating the involvement of these enzymes in H2O2 scavenging. 
These results suggest that the cellular defense mechanisms triggered by A. gracile were less 
efficient than the ones triggered by A. falcatus for the removal of ROS. Therefore Anabaena sp. 
might be more stress susceptible and A. falcatus more stress-tolerant species 
 
Key – words:   Tryptamine, Cu2+, oxidative damage, antioxidant responses, cyanobacteria, 

















EXTENDED ABSTRACT  
 
In the last few decades an excessive development of cyanobacteria in freshwaters has been 
occurring as a result of increasing eutrophication. Due to the presence of high levels of 
cyanobacterial biomass and toxins in recreational and drinking waters, Cyanobacteria Harmful 
Blooms (CHABs) have become an increasingly visible environmental and economical problem. 
Therefore, the control of algal growth in eutrophic water bodies is an urgent issue. Although 
much attention has been given in recent decades and several strategies for cyanobacterial 
blooms control are available, the use of many of them is limited to special cases. One strategy 
consists of adding some chemicals toxic to cyanobacteria (eg. copper sulfate, copper chelates, 
potassium permanganate, simazine, atrazine, paraquat, diuron). Copper sulfate application to 
surface waters has been practiced for decades, providing a quick solution for cyanobacteria 
problems in lakes and ponds. Unfortunately, the long-term side-effects outweigh the short-lived 
benefits. These compounds have several negative qualities including broad-spectrum toxicity 
towards beneficial phytoplankton and accumulation of Cu2+ in the bottom sediments. This high 
persistence negatively affects the benthic community and environment. For drinking water 
ponds, there is also concern about copper-induced release of toxins from some toxin species of 
cyanobacteria that can cause gastrointestinal distress, liver failure, and even death.  
 
Recently there’s been an important development of environment-friendly and promising methods 
to control bloom forming cyanobacteria such as Anabaena sp. and Aphanizomenon gracile. 
Hundreds of new natural compounds isolated from bacteria, fungi, macrophyta, higher plants, 
algae or cyanobacteria have been tested for their potential selective algicidal effects.  Because 
they are natural products, and so degrade faster with less probability to disturb environment, 
some of these compounds have been reported to have a strong potential for environmentally 
friendly control of CHABs. The indole alkaloid tryptamine is an important allelochemical 
produced by a number of higher plants, like Acacia sp., and animals. Various organisms such as 
Escherichia coli, Tetrahymena pyriformis are reported to be inhibited or affected by tryptamine. 
However, the exploration for antialgal activity of tryptamine is limited. Previous studies showed 
that tryptamine prevents the growth of most cyanobacteria and eukaryotic microalgae at similar 
concentrations. However, while most of the eukaryotic microalgae recovered growth after being 
transferred to new tryptamine – free culture media, most of cyanobacteria showed no grow 
recovery. As these species co-exist in the same environment, we hypothesized that they may 
have different strategies to cope with copper and tryptamine.  
Copper and tryptamine toxicity can induce oxidative stress as a result of the increase in 
intracellular concentration of reactive oxygen species (ROS). Excess ROS can cause oxidative 
damage affecting cellular components such as proteins, lipids and nucleic acids, causing 
changes in the metabolism and cellular structure. 
 
In this work we evaluate the effect of copper sulfate on the growth of cyanobacteria (Anabaena 
sp.) and chlorophyte (Ankistrodesmus falcatus) over a broad range of compound concentrations 
(1 to 20 µM). The observed differences might be related to different sensitivities found between 
Anabaena sp. and A. falcatus to the screened compound. In fact the IC50192 hours values of 
copper toward the cyanobacteria (6, 62 µM) were lower than the IC50192 hours obtained for 
chlorophyte (17 µM). Oxidative damage and antioxidant responses induced by copper and 
tryptamine on cyanobacteria (Anabaena sp. and Aphanizomenon gracile) and chlorophyte 
(Ankistrodesmus falcatus) were also analyzed. This was tested through stressing Anabaena sp. 
and A. falcatus with Cu2+ (1, 5 µM and 10, 50 µM) for 24 and 48 hours, respectively. In another 
experiment both A. gracile and A. falcatus were exposed for 24 hours to 3 and 6 µg mL-1 of 
tryptamine. The extent of lipid oxidative damage, antioxidant enzyme activities (CAT, APX) and 
the amount of hydrogen peroxide produce by each exposure condition were measured.  
 
Oxidative stress was shown indirectly by the increase in lipid peroxidation (MDA) and antioxidant 
enzyme activities. Copper and tryptamine induced higher levels of MDA and consequently more 
oxidative damage in the cyanobacteria than in chlorophyte. Interestingly, MDA content in 
tryptamine-exposed cells of A. falcatus decreased significantly especially after 6 µg mL-1 
treatments. In fact the decreased in MDA content was negatively correlated (r = 0, 99) with the 
increase in H2O2 production. This is probably related to the higher induction of hydrogen 
peroxide scavenging enzymes CAT and APX in A. falcatus, which leads this isolate to a more 
efficient scavenging of H2O2. While no significant changes in CAT activity were detected, both 
cultures showed an increased in APX activity following tryptamine exposure treatments. On the 
other hand,  A. falcatus showed a significant increase in CAT and APX activity after 24 hours 
exposure to 50 µM Cu2+, indicating the involvement of these enzymes in H2O2 scavenging. 
These results suggest that the cellular defense mechanisms triggered by A. gracile were less 
efficient than the ones triggered by A. falcatus for the removal of ROS. Therefore we classify A. 
falcatus as a more stress-tolerant species and Anabaena sp. as more stress susceptible. 
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A água doce, indispensável à vida na Terra, representa cerca de 2,5 % da hidrosfera terrestre. 
Grande parte desta parcela constitui os ecossistemas dulçaquícolas e desta, apenas 1% estão 
disponíveis para satisfação das necessidades básicas humanas (UNESCO, 2006). Não 
obstante, as actividades humanas modificaram acentuadamente a estrutura e função do meio 
ambiente provocando a deterioração na qualidade da água dos ecossistemas aquáticos 
(Vitousek et al., 1997). Consequentemente, todos os anos mais de 2,6 biliões de pessoas têm 
poucas alternativas que não sejam o recurso à utilização de fontes de água potencialmente 
prejudiciais (UN, 2008).  
 
1.1 Eutrofização dulçaquícola: causas e consequênci as 
 
A crescente pressão antrópica sobre os recursos hídricos, materializada através de actividades 
como: (1) a estabilização dos cursos de água; (2) as descargas de efluentes (agrícolas, 
industriais e/ou urbanos), esgotos e águas residuais urbanas; (3) a queima de combustíveis 
fósseis; (4) e a lixiviação de fertilizantes e pesticidas de terrenos agrícolas, tem contribuído para 
a aceleração do processo natural de eutrofização, causando um enriquecimento artificial dos 
ecossistemas aquáticos em nutrientes, especialmente em formas azotadas (NH4
+, NO3
-) e 
fosfatadas (Codd, 2000; Wassmann e Ollie, 2004; Carmichael, 2008). De acordo com Anderson 
et al. (2006) o conceito de eutrofização pode ser definido como um enriquecimento da água em 
nutrientes, sobretudo N e/ou P e matéria orgânica, causando um incremento no crescimento de 
algas e formas superiores de plantas, o que produz perturbação na estrutura, função e 
estabilidade dos organismos presentes na água, e na qualidade da mesma, relativamente às 
condições de referência.  
 
As microalgas são uma componente natural do fitoplâncton dos sistemas dulçaquícolas 
desempenhando funções de importância significativa como produtoras primárias (Bartram et al., 
1999; Jewett et al., 2008). No entanto, a eutrofização, coadjuvada por condições ambientais 
adequadas, potencia um incremento na taxa de crescimento de espécies dominantes, como é o 
caso das cianobactérias, que proliferam rapidamente, acumulando-se à superfície da água e 
formando florescências ou blooms. Os blooms, dependendo das espécies de cianobactérias 
presentes, podem produzir compostos que conferem odor e sabor à água e/ou toxinas, sendo 
geralmente designados como “ Cyanobacterial Harmful Algal Blooms “ ou CHABs (Wassmann e 
Ollie, 2004; Fristachi e Sinclair, 2008; Jewett et al., 2008).  
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1.2 Florescências de cianobactérias nocivas (CHABs)  
1.2.1 Cianobactérias: Taxonomia, biologia e ecologi a 
 
A taxonomia das cianobactérias está actualmente a ser alvo de revisão (Fristachi e Sinclair, 
2008). De acordo com Rippka et al. (1979) as cianobactérias pertencem ao reino Monera, 
divisão Eubacteria, classe Cyanobacteria. Esta divisão engloba 150 géneros e 2000 espécies 
que incluem formas unicelulares solitárias ou agrupadas em colónias ou filamentos (Figura 1) 
(van den Hoek et al., 1995; Whitton e Potts, 2000). Compreendem um grupo ancestral de 
microrganismos datando os registos fósseis mais antigos de 3,5 mil milhões de anos, altura que 
estes organismos começaram a adicionar oxigénio à atmosfera, permitindo que novas formas 
de vida evoluíssem (Schopf, 2000; He e Häder, 2002; Halliwell, 2006; Perovich et al., 2008). A 
sua distribuição é ubíqua, podendo colonizar ecossistemas dulçaquícolas, marinhos e 
terrestres, incluindo habitats extremos: hipersalinos, hipertermais, com níveis elevados de 
radiação UV, longos períodos de seca, entre outros (Whitton e Potts, 2000; Ward e Castenholz, 
2000; Perovich et al., 2008). O evidente sucesso na colonização de ecossistemas dulçaquícolas 
e marinhos é explicado por um conjunto de adaptações evolutivas que se traduzem em 
vantagens competitivas, relativamente aos restantes elementos das comunidades 
fitoplânctónicas, tornando-se dominantes e originando CHABs (Mur et al., 1999; Hitzfeld et al., 
2000).  
 
As cianobactérias possuem características semelhantes a algas, como o são, capacidade de 
realizar fotossíntese através da produção de pigmentos como clorofila a e pigmentos 
fotossintéticos acessórios (van den Hoek et al., 1995; Carmichael, 2008). Os pigmentos 
acessórios asseguram protecção dos raios ultravioleta e da foto-oxidação, e permitem o 
aumento da capacidade de captação da luz (He e Häder, 2002; Briand et al. 2003; Sinha e 
Häder, 2008). Algumas espécies conseguem adaptar a sua composição pigmentar a alterações 
da qualidade da luz, conferindo-lhes a capacidade de efectuar a fotossíntese a profundidades 
que recebem apenas luz verde e onde os nutrientes são mais abundantes (Mur et al., 1999; 
Briand et al., 2003). As espécies plânctonicas conseguem deslocar-se na coluna de água por 
regulação da flutuação, através da produção ou ruptura de vesículas gasosas, permitindo-lhes 
obter maior disponibilidade de nutrientes inorgânicos e optimizar as condições necessárias ao 
processo fotossintético. O azoto, elemento importante na composição das vesículas gasosas, 
pode ser adquirido como nitrato, nitrito ou ião amónia, sendo o nitrato reduzido a nitrito e este a 
ião amónia antes de ser assimilado (Mur et al., 1999; Hitzfeld et al., 2000; Briand et al., 2003; 
Carmichael, 2008).  
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A presença de heterocistos, células especializadas na fixação de N2, possibilita a géneros como 
Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nodularia e Nostoc a sobrevivência em 
condições de indisponibilidade de fontes de azoto. As formas que possuem heterocistos 
produzem acinetos, onde ocorre a acumulação de substâncias de reserva como o amido, 
permitindo a sobrevivência em condições adversas. Adicionalmente, possuem mecanismos que 
permitem armazenar intracelularmente fósforo na forma de polifosfato, permitindo que as 
células utilizem este nutriente mesmo que este esteja desfasado temporal e/ou espacialmente 
(Mur et al., 1999; Oliver e Ganf, 2000; Briand et al., 2003).  
 
Uma das estratégias mais importantes na luta pela sobrevivência consiste na produção de 
metabolitos secundários que inibem ou interferem com os predadores, em particular algas 
(incluindo cianobactérias) e plantas aquáticas, com as quais as populações de cianobactérias 
poderiam competir por nutrientes e luz. Esta guerra química é denominada alelopatia (Le 
Grande et al., 2003; Leflaive e Ten-Hage 2007; Berry et al., 2008). Algumas substâncias 
alelopaticas produzidas por estes organismos possuem um espectro de acção bastante amplo 
dentro dos seres vivos, sendo altamente tóxicas para animais e o Homem (Codd et al., 2005; 
van Apeldoorn et al., 2007; Berry et al., 2008, Carmichael, 2008). Esta produção pode ser vista 
como um mecanismo defensivo contra peixes, zooplâncton e outros herbívoros garantindo que 
as espécies produtoras sejam alvo de fraca apetência alimentar devida à toxicidade acumulada 
nas células. Isto traduz-se numa vantagem adaptativa dado que, desta forma, o zooplâncton e 
outros predadores preferem outro tipo de algas como fonte de alimento (Fulton e Pearl, 1988; 
Rohrlack et al., 1999; Fialkowsak e Pajdak – Stos, 2002; Malbrouck e Kestemont, 2006). 
 
Figura 1  – Diversidade morfológica em células cianobacterianas: Aphanizomenon gracile (A), Anabaena 




1.2.2 Causas e impactos da ocorrência de CHABs  
 
Com a crescente eutrofização dos meios dulçaquícolas, tem vindo a verificar-se um incremento 
global na incidência, duração e intensidade de CHABs (Carmichael; 2008; Jewett et al., 2008; 
Perovich et al., 2008). Devido a uma complexa interacção entre os processos físicos e 
ecológicos torna-se difícil estabelecer uma causa única para o desenvolvimento e proliferação 
de CHABs. Na verdade, a ocorrência de CHABs é influenciada por uma interacção entre 
factores físico-químicos, hidrológicos, meteorológicos, biológicos e antropogénicos. Estes 
incluem a disponibilidade de nutrientes, a intensidade da luz, a temperatura, o pH, e a 
flutuabilidade. Apenas a combinação certa entre estes factores garante a criação de óptimas 
condições para o crescimento cianobacteriano (Hitzfeld et al., 2000; Carmichael, 2008; Pearl, 
2008; Perovich et al., 2008).  
 
Os impactos da ocorrência de CHABs variam em extensão (duração e magnitude) em função 
das espécies causadoras. Estes fenómenos representam riscos ambientais para os 
ecossistemas dulçaquícolas, não só pelo facto de poderem libertar para o meio cianotoxinas, 
mas também por formarem enormes aglomerados celulares verdes, “scums”, que se acumulam 
à superfície da água (Carmichael, 2008; Fristachi e Sinclair, 2008; Jewett et al., 2008).  
 
A presença de enormes aglomerados celulares verdes na superfície das águas poderá 
provocar, além de toxicidade: (1) diminuição da penetração da luz causando perturbações nas 
interacções tróficas com perda ou redução da biodiversidade local (Wassmann e Ollie, 2004; 
Fristachi e Sinclair, 2008; Lopez et al., 2007); (2) danos nas guelras ou dificuldades na 
reprodução de peixes e invertebrados (Jewett et al., 2008; Lopez et al., 2007); (3) 
desoxigenação das águas durante a formação/colapso dos blooms causando elevada 
mortalidade (Wassmann e Ollie, 2004; Fristachi e Sinclair, 2008); (4) alteração das 
características organolépticas da água, originada pela produção de geosmina e o 2-
metilisoborneol, conduzindo a uma diminuição da apetência para o seu consumo ou uso 
recreativo (Schrader et al., 2005; Carmichael, 2008; Jewett et al., 2008; Fristachi e Sinclair, 
2008); (5) impactos ecomónicos associados a prejuízos na pesca, turismo e despesas 
referentes ao controlo e tratamento de florescências algais. Está estimado que os impactos 
económicos sejam de 82 milhões de dólares/ ano nos EUA (Fristachi e Sinclair, 2008; Jewett et 






A primeira referência na literatura científica relativa à ocorrência de CHABs remonta a 1878. 
Desde essa data estão reportados vários incidentes envolvendo animais domésticos e/ou 
selvagens e o Homem, que vão desde doença à morte dos organismos infectados (Quadro 1) 
(Codd et al., 2005; van Apeldoorn et al., 2007; Berry et al., 2008, Carmichael, 2008).  
De acordo com o seu modo de acção e efeito tóxico em animais, as cianotoxinas encontram-se 
classificadas em três classes principais: (1) neurotoxinas; (2) hepatotoxinas e; (3) dermotoxinas 
ou toxinas irritantes ao tacto (Quadro 2) (Codd, 2000; Vasconcelos, 2001; Briand et al., 2003). 
De entre os 150 géneros conhecidos de cianobactérias, encontram-se actualmente identificados 
40 géneros produtores de cianotoxinas sendo os principais Microcystis, Anabaena, 
Anabaenopsis, Planktothrix, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Gloeotrichia, Lyngbya, 
Nodularia, Nostoc, Raphidiopsis Schizothrix, Oscillatoria, Synechocystis e Synechococcus 
(Codd et al., 2005, Figueiredo et al., 2006; Carmichael, 2008).  
 
Existem importantes vias de exposição directa às cianotoxinas, como o são: (1) dérmica, em 
que ocorre absorção das toxinas durante a realização de actividades recreativas; (2) a ingestão 
crónica de água contaminada e/ou acidental durante actividades recreativas; (3) a utilização de 
água contaminada em hemodiálise; (4) a inalação, podendo ocorrer problemas respiratórios em 
população susceptível; (5) e o consumo de suplementos dietéticos (Kuiper – Goodman et al., 
1999; Hitzfeld et al., 2000; Carmichael, 2008). A exposição indirecta às cianotoxinas ocorre pelo 
consumo de alimentos que tenham sido previamente contaminados, como peixes e/ou bivalves, 
que podem bioacumular cianotóxinas tornando-se vectores de toxinas para níveis tróficos 
superiores, incluindo o Homem (Ferreira et al., 2001; Pereira et al., 2004; Vasconcelos et al., 
2007; Ibelings e Chorus, 2007; Jewett et al., 2008).  
Segundo Vasconcelos (2006) a ocorrência de CHABs é frequente nos sistemas dulçaquícolas 
portugueses. Os principais géneros que ocorrem são Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, 
Cylindrospermopsis, estando referenciada a ocorrência de microcistina em pelo menos 9 
reservatórios, 3 lagos e 2 rios (Ferreira et al., 2001; Saker et al., 2004; Codd et al., 2005b; 
Vasconcelos, 2006). A organização Mundial de Saúde (OMS) estabeleceu o valor guia de 1 
µgL-1 para a variante microcistina – LR na água para consumo humano (WHO, 1998). Portugal 
transpôs este valor guia para a legislação nacional através do Decreto-lei 306/2007, de 27 de 
Agosto, referente à qualidade da água para consumo humano. Todavia, o estabelecimento 
destes limites apenas contempla os efeitos agudos da microcistina-LR, não considerando os 





Quadro 1 –  Panorâmica da ocorrência global de florescências tóxicas de organismos fotossintéticos e sintomatologia em organismos após 
intoxicação 
           Data/Local          Género                                   Sintomas            Referências 
Intoxicação humana por consumo de água e/ou diálise  
1979, Austrália Cylindrospermopsis 
      140 Crianças e 10 adultos 
       Diarreias sanguinolentas, hepatoentrite 
Byth, 1980 





         
       2.000 Casos de gastroenterite, 88 mortes 






20 Mortes em pacientes de hemodiálise 






131 Pacientes de hemodiálise, 52 mortes 
Distúrbios visuais, vómitos, fraqueza muscular, insuficiência renal 
aguda 
Carmichael et al., 2001 
Azevedo et al., 2002 






10-20 Casos de pneumonia grave após prática de natação/remo 





5 Casos em jovens de 17 anos, 1 morte 
Náuseas, vómitos, diarreia intensa, dores abdominais fortes, 
falha cardíaca e morte 
Behm, 2003 
Intoxicação em animais 
 
1985, Canadá Anabaena flos-aquae 
 
500 a 1000 mortes em morcegos 
Pybus e Hobsen,1986 




Estrutura Química Género Mecanismo de acção/Sintomas            Referências 
Neurotoxinas 
Alcalóide 
















Actuam ao nível dos canais de sódio dos axónios e da fenda 
sináptica, por inibição da acetilcolinesterase ocorrendo sobre-
estimulação muscular até à fadiga e subsequente paralisação 
dos músculos esqueléticos e respiratórios 
Sintomas: 
o Em vertebrados: hipersalivação, fraqueza muscular, 
lacrimação, paralisia (motora, cardíaca e respiratória), 
morte. Em invertebrados: redução do crescimento e 
resistência 
 
Kuiper-Goodman et al., 1999 
Codd., 2000 
Vasconcelos., 2001 
Briand et al., 2003 
Ibelings e Chorus., 2007 










Microcistina (LR, RR, YR) 
Limite máximo aceitável: 1µg/L 











Inibem o funcionamento das fosfatases I e IIA , causando a 
morte das células do fígado ou promovendo o carcinoma 
hepático 
Sintomas: 
o Hepatoentrite, insuficiência hepática, taquicardia,  
hepatocarcinogenese, convulsões, gastroenterites,  
morte    
Mackintosh et al., 1990 
Nishiwaki-Matsushima et al.,1992 
WHO., 1998; Codd., 2000 
Kuiper-Goodman et al., 1999 
Carmichael et al., 2001 
Vasconcelos., 2001 
Briand et al., 2003 
Ibelings e Chorus., 2007 











o Hipersensibilidade cutânea, dermatite severa 
descamação da pele, irritação ocular e do trato 
respiratório, reacção alérgica, asma, gastroenterites 
Kuiper-Goodman et al., 1999 
Codd., 2000 
Vasconcelos., 2001 
Briand et al., 2003 
Stewart et al., 2006 
Quadro 2 –  Cianotoxinas mais comuns: estrutura química, géneros produtores, mecanismos de acção e sintomatologia após intoxicação  
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1.2.3 Controlo de CHABs 
 
Nas últimas décadas têm sido desenvolvidas várias técnicas que visam o controlo, remoção ou 
redução de CHABs. Estas incluem: 1) a aplicação de algicidas sintéticos ou naturais; 2) a 
circulação artificial da água; 3) a aeração e/ou retirada (exportação) do hipolímnio; 4) a 
dragagem dos sedimentos; 5) a utilização de ultra-sons; 6) a inactivação do fósforo; 7) a 
aplicação de agentes coagulantes e; 8) a biomanipulação (Chorus e Mur, 1999; Kim et al., 
2008a; Perovich et al., 2008; Pearl et al., 2008). Apesar de relativamente eficazes, o custo e 
outras limitações decorrentes destas técnicas, particularmente quando estão presentes toxinas, 
dificultam a sua utilização rotineira (Li e Hu., 2005; Perovich et al., 2008; Lopez et al., 2007). 
Geralmente, opta-se pela aplicação de químicos ou agentes sintéticos, como o sulfato de cobre, 
os quelatos de cobre, o peróxido de hidrogénio, o permanganato de potássio, o diurão, a 
atrazina e o paraquato, entre outros (Boyde e Massut, 1999; Hrudeyet al., 1999; Schrader et al., 
2005; Drábková et al. 2007).  
 
A aplicação de sulfato de cobre é praticada desde 1904, permanecendo um tratamento algicida 
muito utilizado em sistemas dulçaquícolas. Os factores que explicam o sucesso comercial deste 
produto decorrem da facilidade de aplicação e dos baixos custos associados (Hrudeyet al., 
1999; Haughay et al. 2000; van Hullesbusch et al. 2003; Schrader et al., 2005). Contudo, a sua 
eficácia nem sempre é a pretendida verificando-se, em certos casos, a necessidade de aplicar 
maior dosagem de produto devido à resistência desenvolvida pelos organismos. Por exemplo, a 
dosagem de sulfato de cobre necessária para combater problemas de odor e cheiro provocados 
por Oscillatoria, num reservatório da Califórnia, aumentou de 27 para 400 toneladas em poucos 
anos (Chorus e Mur, 1999; Shavyrina et al., 2001; Garcia – Villada et al., 2004; Roussel et al., 
2007). Acresce o facto deste composto apresentar um amplo espectro de acção, pelo que a sua 
aplicação pode afectar igualmente organismos benéficos não alvos, como clorófitas, 
zooplâncton e peixe (Dethloff et al., 2001; Li e Hu, 2005; Schrader et al., 2005; LeJeune et al., 
2006). Adicionalmente, o cobre poderá acumular-se nos sedimentos, podendo persistir durante 
muito tempo nos sistemas dulçaquícolas, o que afecta os organismos bênticos, entre outros 
(Haughey et al, 2000; Soldo e Behra, 2000; van Hullebusch et al., 2003). A aplicação de sulfato 
de cobre pode ainda promover a líse celular induzindo a libertação de cianotoxinas 
intracelulares que, não sendo removidas pelos métodos de tratamento de água, provocam 
deteorização da qualidade da água com riscos para os ecossistemas e a saúde pública 
(Hrudeyet al., 1999; Schrader, 2005; Li e Hu, 2005; van Apeldoorn et al., 2007). A intoxicação 
ocorrida em Palm Island, Austrália (Quadro 1) ilustra a dimensão do problema. 
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Uma das áreas com maiores potencialidades algicidas consiste no isolamento de compostos 
inibitórios produzidos por um vasto grupo de organismos que incluem bactérias, fungos, plantas 
superiores, algas e cianobactérias. Estes metabolitos pertencem a grupos como alcalóides, 
indóis, fenóis simples e polifenois, quinonas e análogos, terpenos, derivados de amino ácidos, 
ácidos gordos saturados e insaturados, entre outros (LeGrande et al., 2003; Schrader et al., 
2005; Berry et al., 2008). Para alguns destes metabolitos estão já definidos mecanismos de 
acção que incluem: 1) inibição do crescimento e mobilidade; 2) líse celular; 3) alterações na 
fotossíntese e respiração; 4) indução de resposta celular antioxidante enzimática e não 
enzimática e; 4) modificações na estrutura e permeabilidade das membranas, ocorrendo muitos 
destes processos em função do stress oxidativo (Quadro 3) (Li e Hu, 2005; Berry et al., 2008; 
Hong et al., 2008). Além do mais, sendo produtos naturais é de esperar que a sua degradação 
seja mais rápida causando menos impactos nos sistemas aquáticos (Boyd e Massut., 1999; 
Schrader et al., 2005; Park et al, 2006). Contudo, alguns destes compostos inibitórios 
mostraram anteriormente efeitos negativos para espécies que não as alvo, ou para o ambiente, 
pelo que antes da sua aplicação a situações reais deverão ser elaborados diversos estudos 
relativamente à estabilidade destes compostos em solução, a sua biodegradação no meio 
aquático e toxicidade para o biota aquático e homem (Meepagala et al., 2005; Volk e Mundt, 
2007; Mizuno et al., 2008; Hong et al., 2009) 
 
O indole alcalóide triptamina, é um importante aleloquímico, presente naturalmente em animais 
e plantas como Acacia spp. (Karch, 2008) (Figura 2). São conhecidos os seus efeitos inibitórios 
no crescimento de Escherichia coli, e no desenvolvimento de Tetrahymena pyriformi, estando 
ainda referida a sua influência na atracção insecto – planta, actividade larvar e ovoposição em 
Drosophila melanogaster e Bemisia tabaci (Freundlich e Lichstein, 1964; Csaba, 1993; Thomas 
et al., 1995; Thomas et al., 1999). Contudo, o conhecimento dos efeitos tóxicos deste composto 
em algas e cianobactérias é muito limitado. Num trabalho recentemente desenvolvido, verificou-
se que concentrações similares de triptamina previnem o crescimento de estirpes de 
cianobactérias e microalgas induzindo, contudo, alterações mais significativas na morfologia de 
cianobactérias, que não conseguem recuperar o crescimento após exposição a este composto 
(Churro et al., 2007). Hipoteticamente, esta diferente tolerância poderá resultar de uma 
diferente sensibilidade ao stress oxidativo provocado pela triptamina e, consequentemente, 
deverão existir mecanismos específicos de defesa antioxidante que expliquem as diferenças 
observadas na morfologia.  
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Bacilamida e análogos 
 
 
Inibição do crescimento 
Alterações ultraestruturais e morfológicas 
 
A. catenella 









Jeong et al., 2003 
Socha et al., 2007 
Churro et al., 2008 
Bacillus cerus Não identificado Líse celular M. aeruginosa, M. viridis Nakamura et al., 2003 
Pseudomonas sp.   
ß-carbolina  
 
Inibição do crescimento 
A. cylindrica, A. variabilis 
M. aeruginosa, M. viridis 
O. agardhii 






Inibição do crescimento 
Líse celular 
 
C.  marina 
G.  catenatum 
H.  akashiwo 
S.  costatum 
Lee et al., 2000 















Nakashima et al., 2006 











Inibição do crescimento, exoenzimas e PSII M. aeruginosa 
Nakai et al., 2000 
Nakai et al., 2005 
Leu et al., 2002 
Vallisneria spiralis 
 Terpenoide Inibição do crescimento M. aeruginosa Xian et al., 2006 
Fungos 
    L-lisina, Lisina malonato 
Lisina cobre 
Inibição do crescimento, Líse celular Microcystis spp. Hehmann et al., 2002 
Algas 
 
Dictyota dichotoma Diterpenos Inibição do crescimento 
K. mikimotoi 











Alamsjah et al., 2005 
Quadro 3 – Compostos naturais com potencial algicida: organismos produtores, principais compostos activos, mecanismos de acção envolvidos e 
organismo alvo  
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 Quadro 3 – Compostos naturais com potencial algicida: organismos produtores, principais compostos activos, mecanismos de acção envolvidos 
e organismo alvo (continuação)






Epoxido de humuleno II 
 








AZC Inibição do crescimento 
M. aeruginosa, A. Affinis 
C. polykrikoides Kim et al., 2006b 
Oryza sativa Esteróides Inibição do crescimento M. aeruginosa 
 
Chung et al., 2007 
Park et al., 2009 
Pragmitis communis EMA 
Inibição do crescimento 
Alterações na micro e ultraestrura  
Incremento na produção de EROs 
Alterações na actividade de sequestração 
de EROs 
M. aeruginosa 




Li e Hu, 2005 











Men et al., 2007 








Inibição de crescimento 
Estímulo de crescimento 
P.subcapitata 
S. capricornutum 
DellaGreca et al., 2002 
DellaGreca et al., 2002b  
DellaGreca et al.,2003 











Gantar et al., 2008 
Berry et al., 2008 













Inibição de crescimento 
A. cylindrica, A. constricta 
A. siamensis,A. laxissima 
C. minutus,  







Volk e Furket, 2006 
Volk e Mundt, 2007 




Bagchi et al., 1993 
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1.2.4 Stress oxidativo em algas e cianobactérias 
 
Os sistemas aquáticos recebem diariamente quantidades consideráveis de metais e compostos 
xenobióticos, susceptíveis de causar perturbações no ambiente e nas comunidades 
fitoplânctónicas. A toxicidade destes materiais está relacionada, pelo menos em parte, com o 
stress oxidativo induzido nos sistemas dulçaquícolas, podendo causar danos oxidativos em 
organismos aquáticos através do estímulo da produção de espécies reactivas de oxigénio 
(EROs) (Di Giulio et al., 1995; Livingstone, 2001; Pinto et al., 2003; Knauert e Knauer, 2008).  
 
Embora existam diferentes processos metabólicos responsáveis pela formação de EROs os 
organismos desenvolveram, durante a sua evolução, um conjunto de mecanismos adaptativos 
de defesa antioxidante de forma a proteger os seus componentes celulares de danos oxidativos 
provocados pelas EROs (Livingstone, 2001; Pinto et al., 2003; Halliwell, 2006; Valavanidis et al., 
2006). Estes mecanismos são específicos para cada espécie e, Inclusivé para cada fenótipo, o 
que explica que certas espécies de algas e cianobactérias, coexistindo no mesmo habitat, 
competindo pelos mesmos recursos, possam ter diferentes estratégias para lidar com o stress 
oxidativo, e consequentemente maior sucesso adaptativo. De uma forma geral as espécies 
mais tolerantes ao stress possuem mecanismos específicos de sequestração “scavenging” de 
EROs mais eficientes que espécies menos tolerantes (Choo et al., 2004; Wu et al., 2007, Knaurt 
e Knauer, 2008; Mishra et al., 2008). Alternativamente, a excreção de EROs em algas e 
cianobactérias poderá ser um processo importante de defesa contra o aumento celular das 
mesmas (Collén e Pedersén, 1996; Choo et al., 2004; Knaurt e Knauer, 2008) 
 
Recentemente foi desenvolvido um método fluormétrico (H2DCFDA), que permite quantificar 
directamente o stress oxidativo em algas (Knaurt e Knauer, 2008). Porém, esta é ainda uma 
tecnologia pouco utilizada, utilizando-se geralmente métodos indirectos na determinação de 
stress oxidativo em algas e cianobactérias. Estes métodos consistem na determinação de 
modificações na actividade do sistema de defesa antioxidante e/ ou na determinação de danos 
oxidativos, podendo indicar a susceptibilidade de algas e cianobactérias a poluentes específicos 
(He e Häder, 2002; Mallick, 2004; Srivastava et al., 2006; Hong et al., 2008). Estes parâmetros 
podem igualmente ser utilizados como bio-indicadores de stress oxidativo, oferecendo critérios 
que podem ser usados em estudos ecotóxicologicos de diagnóstico, desde que seja 
determinada a sensibilidade dos mesmos a poluentes específicos (Livingstone, 2001; Dewez et 





1.2.4.1 Formação de EROs na fotossíntese e respiraç ão 
 
O oxigénio é uma molécula fundamental para os organismos aeróbios sendo utilizada na 
produção de energia e em inúmeras vias metabólicas fundamentais. Não obstante, o seu 
consumo gera EROs. As EROs ocorrem naturalmente nos cloroplastos, mitocôndrias e 
peroxissomas de organismos aeróbios, em resultado dos processos de respiração e 
fotossíntese (Dat et al., 2000; Mittler et al, 2004; Scandalios, 2005; Halliwell, 2006). As algas e 
cianobactérias, organismos aeróbios fotossintéticos, são susceptíveis ao stress oxidativo devido 
a possuírem pigmentos como clorofila a e pigmentos fotossintéticos acessórios, que lhes 
permitem fotossintetizar sob radiação UV - B, produzindo oxigénio durante a fotossíntese e 
consumindo o mesmo durante a respiração (He e Häder, 2002; Pinto et al., 2003; Carmichael, 
2008; Kumar et al., 2008). Durante estes processos metabólicos, cerca de 2-3% das EROs 
formadas podem escapar ao sistema de “scavenging” de EROs causando danos oxidativos em 
componentes celulares (Valavanidis et al, 2006).  
 
Na fosforilação oxidativa, via metabólica responsável pela manutenção do equilíbrio energético 
dos seres aeróbios, os electrões do NADH e do FADH2 são transportados ao longo da cadeia 
transportadora de electrões até o aceitador final O2, sendo este reduzido a H2O. Durante a 
redução do O2 a H2O, pode ocorrer a transferência de um, dois ou três electrões para o O2, 
formando-se espécies mais reactivas como o superóxido (O2˙-), o peróxido de hidrogénio (H2O2) 
e o radical hidroxilo (OH˙) (Figura 2) (Dat et al., 2000; Gratão et al., 2005; Scandalios, 2005; 








O O2˙- e o OH˙, em conjunto com singleto de oxigénio (1O2) são as formas biológicas mais 
importantes de EROs (Scandalios, 2005). Para além destas espécies, as EROs englobam 
igualmente os radicais peróxido (RO2˙), hidroperóxido (HO2˙) e alcóxilo (RO˙), e não radicais 
como o ácido hipocloroso (HOCl) e o ozono (O3) (He e Häder, 2002; Pinto et al., 2003; 
Scandalios, 2005; Halliwell, 2006).  
Figura 2 – Distribuição de electrões na orbital externa da molécula de oxigénio e redução desta a água 
com a formação de EROs na cadeia transportadora de electrões (adaptado de Ferreira et al., 2007) 
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Em condições fisiológicas normais, o H2O2 e o O2˙-, desempenham funções benéficas nos 
sistemas biológicos, como sinalizadoras celulares, ou na defesa celular contra agentes 
microbianos (Vranova et al., 2002; Pinto et al., 2003; Scandalios, 2005; Halliwell, 2006). 
 
O O2˙- pode ser gerado pela redução do O2 no fotossistema I (PSI), através da reacção de 
Mehler, difundindo-se para o estroma onde é dismutado a H2O2 e O2. Ao contrário do O2˙-, o 
H2O2 consegue atravessar membranas biológicas e, na presença de metais, pode servir de 
intermediário para a síntese de espécies mais reactivas como o OH˙ a partir das reacções de 
Haber – Weiss e Fenton (Dat et al., 2000; He e Häder, 2002; Mittler, 2002; Halliwell, 2006). 
 O OH˙ possui um elevado poder oxidante reagindo com o primeiro substrato disponível, sendo 
praticamente impossível de sequestrar pelo sistema de defesa antioxidante (Halliwell, 2007). 
Esta espécie ao retirar um hidrogénio aos ácidos gordos polinsaturados, presentes nas 
membranas dos tilacóides, inicia peroxidação lipídica que prossegue via reacção em cadeia 
influenciando a fluidez da membrana celular, bem como a integridade de biomoléculas. O 
produto final, aldeído malónico (MDA), é utilizado como bio-indicador para determinar a 
peroxidação lipídica em algas e cianobactérias (He e Häder, 2002; Pinto et al., 2003; Barata et 
al., 2005; Kumar et al, 2008). Estes processos são geralmente lentos mas quando os 
organismos são expostos a stress por metais e/ou compostos xenobióticos ocorre um 
aceleramento na produção intracelular de EROs o que desencadeia uma resposta metabólica 
traduzida pelo aumento da sequestração das mesmas (Livingstone, 2001; Pinto et al, 2003; 
Scandalios, 2005; Valavanidis et al, 2006). 
 
1.2.4.2 Stress oxidativo e dano oxidativo 
 
O incremento de EROs, por um lado, e/ou a ineficiência na sua sequestração pelas defesas 
antioxidantes, promove uma alteração no balanço entre a produção de EROs e a remoção das 
mesmas pelas defesas antioxidantes, situação designada stress oxidativo (Halliwell e 
Whiteman, 2004; Scandalios, 2005; Halliwell, 2007). Esta situação pode potencialmente resultar 
em dano oxidativo, definido como “dano biomolecular que poderá resultar de um ataque directo 
das EROs durante o stress oxidativo” (Halliwell e Whiteman, 2004; Halliwell, 2007). Estes danos 
podem ser severos induzindo alterações consideráveis na conformação de importantes 
biomoléculas como lípidos de membrana, proteínas, ácidos nucleicos e glúcidos. Uma deficiente 
capacidade de substituir estas biomoléculas, ou um aumento do stress oxidativo, podem 
agravar o nível de danos oxidativos o que potencialmente poderá levar à morte celular 
(Livingstone, 2001; Halliwell e Whiteman, 2004; Pinto et al., 2003; Halliwell, 2006). 
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1.2.4.3  Formação de EROs por exposição ao cobre 
 
De entre os vários metais, presentes em concentrações elevadas em diversos meios aquáticos, 
o cobre é uma importante fonte de stress oxidativo, interferindo com o metabolismo de algas e 
cianobactérias (Livingstone, 2001, Pinto et al., 2003; Mallick e Mohn, 2003; Knauert e Knauer, 
2008). O cobre é um micronutriente essencial ao desenvolvimento de organismos 
fotoautotróficos, como cianobactérias, algas e plantas superiores (van den Hoek et al., 1995; 
Pinto et al., 2003; Knauert e Knauer, 2008). Tal deve-se, em grande parte, à capacidade deste 
elemento em converter-se entre o estado reduzido e oxidado, o que lhe permite ser usado como 
cofactor de diversas enzimas como as oxidases, a SOD, APX e CAT. Adicionalmente, 
desempenha um papel essencial em alguns dos componentes da cadeia transportadora de 
electrões, nomeadamente a plastocianina do fotossistema I (PSI) (Pinto et al., 2003; Andrade et 
al., 2004; Knauert e Knauer, 2008; Bhargava et al., 2008). Contudo, em concentrações 
excessivas este elemento torna-se tóxico para a comunidade fitoplânctónica. A toxicidade e a 
biodisponibilidade estão dependentes da especiação do metal e das relativas interacções deste 
com os diferentes ligandos presentes em solução e/ou na superfície de partículas e organismos 
(Di Toro et al., 2001; Dewez et al., 2005; Cuppette et al., 2006). Vários estudos indicam que os 
efeitos biológicos deste composto estão relacionados com a concentração de Cu2+, sendo esta 
forma juntamente com Cu2+ (H2O), e Cu (OH)
+, as mais tóxicas para os organismos aquáticos 
(Sunda e Guillard 1976; Andrade, 2004; Cuppette et al., 2006). 
 
A toxicidade do cobre para algas e cianobactérias não está relacionada com um único modo de 
acção, na verdade ela interfere com vários aspectos do metabolismo incluindo: 1) o crescimento 
(Mallick et al., 1990; Dewez et al., 2005; Parales-Vela, 2007); 2) a síntese de pigmentos, 
fotossíntese e respiração (Rai et al., 1996; Mallick e Mohn, 2003; Dewez et al., 2005; Parales-
Vela, 2007); 3) a integridade de proteínas, membranas lipídicas (Nagalashimi e Prasad, 1998; 
Tesseire e Guy, 2000; Srivastava et al., 2006; Li et al., 2006) e; 4) a actividade enzimática, em 
particular a actividade de sequestração de EROS (Mallick et al., 2004; Dewez et al., 2005; 
Srivastava et al., 2006; Bhargava et al., 2008). Um dos efeitos mais importantes do cobre no 
metabolismo de organismos fototróficos relaciona-se com a inibição da fotossíntese (Mallick e 
Mohn, 2003; Dewez et al., 2005; Bhargava et al., 2008; Knauert e Knauer, 2008). Os efeitos 
tóxicos do cobre em algas e cianobactérias indicam estar fortemente relacionados com a 
produção de EROs. Contudo, o papel destas na toxicidade do cobre é um assunto controverso 
(Nagalashimi e Prasad, 1998; Ratkevicius et al., 2003; Srivastava et al., 2006; Knauert e 
Knauer, 2008).  
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Para compreender melhor o papel das EROs na toxicidade do Cu2+  para as algas, Knauert e 
Knauer (2008) expuseram Pseudokirchneriella subcapitata e Chlorella vulgaris, a 250 nM de 
Cu2+ tendo verificado uma inibição da actividade fotossintética de 12% em Pseudokirchneriella 
subcapitata, mas não em Chlorella vulgaris. Tal parece indicar que estas espécies deverão ter 
diferentes mecanismos de resposta ao stress induzido pelo cobre (Knauert e Knauer, 2008). 
Posteriormente, aplicaram um agente de sequestração de EROs, tendo obtido uma diminuição 
na produção de EROs até níveis semelhantes aos do controlo e uma restauração completa da 
actividade fotossintética. Estes resultados parecem indicar que a produção de EROs é o agente 
causal da toxicidade do cobre para as células algais, contrariando a opinião corrente de que os 
danos oxidativos são meramente uma consequência da toxicidade do cobre e que a directa 
interacção deste elemento com componentes do PSII é responsável pela interrupção do 
transporte de electrões (Knauert e Knauer, 2008). 
 
Embora  as EROs sejam muito reactivas, os organismos desenvolveram ao longo da sua 
evolução diversos mecanismos de desintoxicação responsáveis pelo controlo celular das 
mesmas, assegurando a manutenção da homeostasia redox, fundamental para a sobrevivência 
dos seres aeróbios (Livingstone, 2001; Pinto et al., 2003; Halliwell, 2006; Valavanidis et al., 
2006). Por exemplo, a defesa antioxidante funciona como um sistema equilibrado e 
coordenado, permitindo manter em equilíbrio EROs. Este balanço, juntamente com a 
sequestração de iões metálicos, é muito importante para evitar a formação de espécies muito 
reactivas, como o OH˙, a partir das reacções de Haber – Weiss e Fenton (Figura 3) (Dat et al., 










Figura 3 – Formação celular de EROs em organismos após exposição ao stress induzido por metais (adaptado 
de Pinto et al., 2003) 
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1.2.4.4 Resposta antioxidante enzimática e não-enzi mática 
 
Nas últimas décadas foram desenvolvidos diversos trabalhos que mostram que a exposição de 
algas e cianobactérias a diversos stresses abióticos provoca alterações nos sistemas 
antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, e em certos casos danos oxidativos (Quadro 4) 
(Figura 4) (Mallik, 2004; Srivastava et al., 2006; Kumat et al., 2008, Hong et al., 2008). Nestes 
organismos as moléculas envolvidas na resposta anti-enzimática englobam o ascorbato (ASA), 
a glutationa (GSH) e os carotenóides (CAR). Estes compostos desempenham um papel 
relevante na remoção de EROs, em particular OH˙, (1O2), O2˙- e o H2O2 (Livingstone, 2001; 
Pinto et al., 2003; Hong et al., 2008; Mishra et al., 2008). De entre os diversos antioxidantes, 
destacam-se a superóxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), a catalase (CAT; EC 1.11.1.6), a 
ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) e a glutationa redutase (GR; EC 1.6.4.2) (Mallik, 
2004; Srivastava et al., 2006; Kumar et al., 2008; Mishra et al., 2008).  
 
A SOD é considerada a primeira linha de defesa contra as EROs sendo responsável pela 
dismutação de O2˙- em H2O2 e O2 (Scandalios, 2005; Pinto et al., 2003, Gratão et al., 2005; 
Halliwell, 2006). Em algas e cianobactérias podem estar presentes quatro tipos de isoenzimas 
de SOD, sendo estas classificadas de acordo com o cofactor metálico (Fe, Mn, CuZn, e Ni). A 
isoenzima FeSOD parece estar associada com o PSI inactivando o O2˙- gerado na reacção de 
Mehler (Wolf – Simon et al., 2005). A CAT, APX e GR são consideradas essenciais na 
sequestração do H2O2, dismutando-o e formando H2O e O2 (Livingstone, 2001; Pinto et al., 
2003; Srivastava et al., 2005; Mishra et al., 2008). Contudo, a activação deste sistema é 
complexa, já que estas enzimas estão localizadas em compartimentos celulares diferentes. A 
CAT encontra-se maioritariamente nos peroxissomas, enquanto a APX e GR podem estar 
presentes no citosol, mitocôndria e nos cloroplastos (Mittler et al., 2004; Shigeoka et al., 2002; 
Choo et al., 2004; Dewez et al., 2005). A CAT e APX possuem diferentes afinidades em relação 
ao substrato. A CAT possui uma menor afinidade com o H2O2 (mM) agindo na remoção do 
excesso de EROs durante o stress, enquanto a APX, com maior afinidade em relação ao 
substrato (µM), poderá ser responsável por uma fina modelação da resposta em relação às 
EROs (He e Häder, 2000; Mittler, 2002).  
 
Um outro mecanismo de sequestração de H2O2 é o ciclo do ascorbato – glutationa, no qual o 
ascorbato, a glutationa e NADPH são sucessivamente oxidados e reduzidos pela APX, GR, e 
desidroascorbato-redutase (DHAR, EC.1.8.5.1) e monodesidroascorbato-redutase (MDHAR, 





 Organismo testado              Stress   Efeito na actividade relativamente ao controlo Referências 












10, 20, 30 e 40 µM Cu2+ 
50 µM Cu2+ 
22 minutos UV – B  
50  minutos UV – B  
10 µM Cu2++ 22 minutos UV – B  
50 µM Cu2++ 50 minutos UV – B  
200 mM  NaCl 
150 mM NaCl + 50 minutos  UV – B  
250 mM NaCl + 50 minutos  UV – B  
48 ºC + 22 minutos UV – B 
58 ºC + 50 minutos UV – B 
Incremento 
Decréscimo 
Inibição de 45% 
Inibição de 20% 
Inibição de 40% 
Inibição de 80% 
Elevada inibição 
Inibição de 70% 





Mishra et al., 2008 
Srivastava et al., 2005 






Scenedesmus obliquus 3 mg L-1 Cu2+   Incremento de 80 % Dewez et al., 2005 
Microcystis aeruginosa 
 (4 – 8) mg L
−1 gramina (indole alcalóide) Incremento significativo Hong et al., 2009 
Microcystis aeruginosa 
1mg L_1 EMA + (0 - 60 horas) 
>1mg L_1 EMA + (0 - 60 horas 
Incremento 
Decréscimo Hong et al., 2008 
Chlorella vulgaris 0.25 µg mL–1 Ligeiro incremento Mallick, 2004 
Pavlova viridi 3mg L-1 Cu2+ Incremento 285,74 % Li et al., 2006 
Scenedesmus bijugatus 100 µM Cu2+ Incremento 35 % Nagalakshmi e Prasad., 1998 











40 µM Cu2+ 
250 mM NaCl               
10 µM Cu2++ 150 mM NaCl 
50 µM Cu2++ 250 mM NaCl 
22 minutos UV – B  
50  minutos UV – B  
150 mM NaCl + 22 minutos  UV – B  









Srivastava et al., 2005 
Srivastava et al., 2006 
 
Scenedesmus obliquus 3 mg L-1   Cu2+  24h Incremento de 25 % Dewez et al., 2005 
E. ahlneriana 15 Cº+ 6 horas Incremento significativo Choo et al., 2004 
Chlorella vulgaris 0.25µg mL–1 Ligeiro incremento Mallick, 2004 
Scenedesmus bijugatus 100 µM Cu2+ Incremento 63 % Nagalakshmi e Prasad, 1998  







Figura 4 –  Modelo hipotético da indução de resposta antioxidante enzimática e não enzimática em Anabaena doliolum exposta a stress salino e por 







2.1. Objectivo Geral    
 
Neste trabalho expusemos três espécies, Ankistrodesmus falcatus (clorófita), Anabaena sp. e  
Aphanizomenon gracile (cianobactérias formadoras de blooms), a condições de stress oxidativo 
pela aplicação de sulfato de cobre e triptamina e, através da medida de indicadores de stress 
oxidativo, avaliamos a diferente tolerância destes organismos ao stress e a eficácia dos 
mecanismos específicos de defesa antioxidante. Foi ainda avaliado o efeito do sulfato de cobre 
no crescimento de Anabaena sp. e  Ankistrodesmus falcatus.  
 
 
2.2. Objectivos específicos: 
 
2.2.1. Avaliar o efeito do Cu2+ no crescimento de Anabaena sp. e  Ankistrodesmus 
falcatus expondo estas culturas a diferentes concentrações de Cu2+ (1 a 10 µM e 
2,5 a 20 µM, respectivamente).  
 
2.2.2. Optimização de metodologias de extracção da fracção protéica e medição da 
actividade enzimática da CAT e da APX para microalgas e cianobactérias. 
 
2.2.3. Avaliar a resposta antioxidante enzimática (CAT e APX) e a produção de MDA e 
H2O2 de estirpes de Ankistrodesmus falcatus e Aphanizomenon gracile expostas a 
tratamentos com diferentes concentrações de triptamina, (0, 3 e 6 µg mL-1), após 
24 horas de exposição.  
 
2.2.4. Avaliar a resposta antioxidante enzimática (CAT e APX) e a produção de MDA de 
estirpes Ankistrodesmus falcatus e Anabaena sp. expostas a tratamentos com 
diferentes concentrações de cobre (0 µM, 10 µM, 50 µM) e (0 µM, 1µM, 5 µM), e a 










3. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
3.1.  Localização dos ensaios e determinações analí ticas 
 
Os ensaios experimentais para obtenção dos materiais biológicos a estudar foram realizados 
numa câmara de culturas existente no Departamento de Saúde Ambiental – Laboratório de 
Microbiologia e Ecotoxicologia (LME) do Instituto Nacional de Saúde Ricardo Jorge. Esta 
câmara é constituída por um conjunto de sistemas que englobam: ar condicionado, arejadores e 
um painel de lâmpadas florescentes ligadas a um temporizador, permitindo deste modo 
controlar a temperatura, o nível de oxigenação e o fotoperíodo. As determinações analíticas 
foram realizadas nos Laboratórios do Departamento de Química Agrícola e Ambiental (DQAA) 
do Instituto Superior de Agronomia. 
 
3.2.  Materiais biológicos utilizados nos ensaios 
3.2.1. Obtenção e manutenção das estirpes 
  
Para a realização deste trabalho utilizaram-se culturas unialgais pertencentes à colecção de 
culturas de microalgas Estela Sousa e Silva situada no LME do Instituto Nacional de Saúde Dr. 
Ricardo Jorge. As culturas stock estão alojadas numa câmara de culturas aclimatizada com 
fotoperíodo de 16: 8 horas (luz: escuro) com uma intensidade luminosa de 36 µmol fotões m-2 s-
1, a uma temperatura de 20 ± 1 ºC e são mantidas em frascos de cultura de 20 mL contendo 
meio Z8 (Skulberg e Skulberg, 1990), cuja composição se encontra no anexo I. A informação 
relativa a cada estirpe encontra-se detalhada no Quadro 5. As estirpes ensaiadas pertencem a 
classes taxonómicas distintas, pretendendo reproduzir alguma diversidade fitoplânctónica, em 
particular relativamente aos mecanismos de defesa antioxidante. 
 
a – Cultura gentilmente cedida por V. Vasconcelos (CIIMAR – Universidade do Porto, Portugal) 
 
 
Quadro 5 – Informação relativa às estirpes utilizadas nos ensaios (adaptado de Churro et al., 2008)  









              
a 
     
Cyanophyceae Nostocales Aphanizomenom gracile LMECY40 Reservatório do Crato, Portalegre, 
Portugal, 1996 
Cyanophyceae Nostocales Anabaena sp. LMECY182 





3.2.2. Cultivo das estirpes nos reactores luminosos  de plâncton 
 
A Figura 6. esquematiza de forma simplificada a metodologia adoptada no cultivo das culturas 
ensaiadas nos reactores luminosos de plâncton. Para cada estirpe colocou-se 20 mL de cultura 
stock a crescer num reactor luminoso de plâncton Aqua Medic GmbHTM, previamente 
esterilizado, contendo 2000 mL meio Z8. Durante duas semanas monitorizou-se o crescimento 
das culturas tendo-se retirado, no dia anterior ao inicio dos ensaios, uma alíquota de cada 
reactor de plâncton para contagem do número de células. Posteriormente, transferiu-se um 
dado volume deste reactor (Figura 6) para três novos reactores, previamente esterilizados, e 
adicionou-se a estes meio Z8 até perfazer 2000 mL. As culturas foram mantidas nas mesmas 
condições referidas no ponto 3.2.1. sob aeração constante. Todos os ensaios foram realizados 
na fase exponencial de crescimento das estirpes. 
 
3.3. Compostos utilizados nos ensaios  
 
Nos ensaios efectuados foi utilizado sulfato de cobre penta-hidratado e triptamina MerckTM 
(Figura 5.) com um grau de pureza de 99 %. A solução stock de sulfato de cobre foi obtida 
diluindo 237,6 mg do composto em 500 mL de meio Z8 (concentração final 475,2 µg mL
-1). A 
solução stock de triptamina foi obtida diluindo 200 mg do composto em 1000 mL de meio Z8 
(concentração final 200 µg mL-1). As soluções stock foram mantidas a 4 ºC, numa câmara 
refrigerada e colocadas à temperatura ambiente antes do seu uso. 
A escolha das concentrações a utilizar nestes ensaios baseou-se na determinação de 

















































Figura 6 – Esquema do cultivo das estirpes ensaiadas nos reactores luminosos de fitoplâncton 
(adaptado de http://www.aqua-medic.de/seawater/en/16/plancton%20light%20reactor/) 
Crescimento das culturas durante duas semanas 
Contagem do numero de células 
 
  20 mL de cultura stock  em 2000 mL de meio Z8 
    500 mL de cultura em 1500 mL de meio Z8 
  700 mL de cultura em 1300 mL de meio Z8 
                                 LMECY182  
    LMECHL003  
         LMECY40                       
   Crescimento das culturas durante duas semanas 
Contagem do numero de células 
 
20 mL de cultura stock  em 2000 mL de meio Z8 
  20 mL de cultura stock  em 2000 mL de meio Z8 
     Crescimento das culturas durante duas semanas 
Contagem do numero de células 
 




3.4. Determinação de indicadores de stress oxidativ o 
3.4.1. Esquema dos ensaios 
 
A parte experimental foi conduzida em dois ensaios independentes, tendo sido avaliadas 18 
modalidades, num total de 78 amostras (Quadro 6).  
 
No dia da instalação dos ensaios (Tempo de exposição de 0 horas) foram adicionados 30 mL 
da solução stock de triptamina aos reactores de fitoplâncton C, G e 60 mL aos reactores D, H 
(Figura 7). Relativamente ao ensaio do cobre, adicionou-se 1 mL da solução stock de sulfato de 




Quadro 6 – Esquema dos dois ensaios realizados e respectivas modalidades  
 Tempo (horas)  Volume (mL) Modalidade 
 Concentração de Triptamina (µg mL -1) 









3 24 140  C 
6 24 140  D 
                   Estirpe  LMECHL003  










3   24 140  G 
6   24 140  H 
   Concentração de Cobre (µM) 
Estirpe LMECY182   










1   24 140  L 
5   24 140  M 





























                   LMECHL003           LMECY40  
   0 
µgmL -1 
   6 
µgmL -1 
   0 
µgmL -1 
   6 
µgmL -1 
   3 
µgmL -1 
   3 
µgmL -1 
C G H D 
    50        
µM Cu2+ 
    10        
µM Cu2+ 
     0         
µM Cu2+ 
    1         
µM Cu2+ 
       5         
µM Cu2+ 




































Figura 7 – Reactores luminosos de fitoplâncton correspondentes ao delineamento experimental relativo 
ao ensaio da triptamina: tempo exposição de 0 horas 
Figura 8 – Reactores luminosos de fitoplâncton correspondentes ao delineamento experimental relativo ao 




3.4.2. Determinação da actividade de antioxidantes enzimáticos 
 
Todas as determinações efectuadas foram realizadas utilizando amostras obtidas em triplicado 
e repetidas duas vezes de forma a garantir a reprodutibilidade dos resultados. As leituras de 
actividade enzimática das diversas enzimas testadas foram efectuadas num espectrofótometro 
com registador computadorizado Hitachi U – 2000 UV/Vis SpectrophotometerTM, obtidas por um 
método contínuo com intervalos de 10 segundos, para os comprimentos de onda adequados. 
Todas as determinações de actividade enzimática foram efectuadas à temperatura ambiente do 
laboratório. A actividade enzimática foi expressa em actividade específica, ou seja, actividade 
enzimática em relação ao teor de proteína da amostra.  
 
3.4.2.1 Catalase (CAT) 
 
As leituras de actividade enzimática foram efectuadas, a um comprimento de onda de 240 nm, 
utilizando-se cuvetes de quartzo, iniciando-se logo após se efectuar a preparação do meio 
reaccional constituído por 10 mM de H2O2 em tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,6) e 200 
µL extracto enzimático da amostra, num volume total de 2,7 mL, num procedimento 
experimental adaptado de Aebi (1983). O decréscimo na absorvância devido à decomposição 
do H2O2 foi monitorizado e registado durante um período de 2 minutos e é proporcional à 
quantidade de enzima presente. Uma unidade de actividade enzimática é definida pela 
quantidade de enzima necessária para catalisar a decomposição de 1 µmol min-1 mL-1 (U mL-1) 
de H2O2, a 25 ºC, utilizando um coeficiente de absortividade molar do H2O2 a 240 nm, ε = 3,94 x 
10-3 mL µmol-1 mm-1 (Aebi, 1983). 
 
3.4.2.2 Ascorbato Peroxidase (APX) 
 
As leituras da actividade enzimática da ascorbato-peroxidase foram efectuadas, a um 
comprimento de onda de 290 nm, logo após se adicionar às cuvetes de quartzo, 2,95 mL de 
meio de reacção constituído de 0,25 mM de ascorbato e 0,1 mM EDTA, 0,3 mM H2O2 em 
tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,6) e 50 µL do sobrenadante da amostra. De acordo 
com Ali et al., (2005) o decréscimo gradual na absorvância, devido à degradação do ascorbato, 
foi monitorizado durante 2 minutos e é proporcional à quantidade de enzima presente. Uma 
unidade de actividade enzimática é definida pela quantidade de enzima que catalisa 
decomposição de 1µmol min-1 mL-1 (U mL-1) de ascorbato, a 25 ºC, utilizando um coeficiente de 






3.4.3 Quantificação da Proteína Total 
 
Para a determinação da actividade enzimática (CAT, APX) em relação à quantidade de proteína 
solúvel das amostras (actividade especifica) foi necessário proceder à quantificação da proteína 
total das amostras. Durante a realização dos ensaios reservou-se para esse fim 200 µL do 
sobrenadante utilizado para a determinação da actividade enzimática das amostras. A 
quantificação da proteína total foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), que 
se baseia na ligação do corante azul de Coomassie BG-250 com grupos funcionais básicos ou 
aromáticos das proteínas. A cada 25 µL de amostra, adicionou-se 75 µL de Tampão Fosfato 
(TF) e 3 mL de reagente de Bradford (“Coomassie brilliant blue” BG-250) tendo-se 
posteriormente homogeneizado a solução no vortex. Após 5 minutos à temperatura ambiente, 
foram realizadas leituras de absorvância (λ= 595 nm). O ensaio em branco consistiu 75 µL de 
Tampão Fosfato (TF) e 3 mL de reagente de Bradford (“Coomassie brilliant blue” BG-250). Foi 
utilizada uma curva padrão obtida com soluções de albumina de soro bovino (BSA) em 
diferentes concentrações (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0). De acordo com a correlação obtida, a 
concentração de proteína (mgmL-1) pode ser obtida através da equação: x = (y - 0,017) / 0,636, 
R2= 0,9896, sendo y a absorvância da amostra a 595 nm.  
 
3.4.4 Determinação do Peróxido de Hidrogénio 
 
Para cada 1,5 mL de amostra, foram adicionados 5 mL de 0,1% (p/v) TCA. Posteriormente, a 
amostra foi centrifugada a 12 000 x g, durante 15 minutos em centrífuga refrigerada Sigma-3-
18kTM. De seguida, retirou-se uma alíquota de 500 µL de sobrenadante para um tubo de vidro e 
adicionou-se 500 µL de tampão fosfato de potássio (pH 7,0) 10 mM e 1 mL de iodeto de 
potássio. O ensaio em branco consistiu na adição de 5 mL de 0,1% (p/v) TCA a 500 µL de 
tampão fosfato de potássio (pH 7,0) 10 mM e 1 mL de KI. Após este processo os tubos foram 
homogeneizados num vortex. As leituras foram efectuadas num espectrofótometro com 
registador computadorizado Hitachi U – 2000 UV/Vis SpectrophotometerTM a 395 nm (Singh et 
al. 2006). Foi utilizada uma curva padrão, com uma gama de concentrações de peróxido de 
hidrogénio entre 0 e 5 mg mL-1. De acordo com a correlação obtida, a concentração de peróxido 
de hidrogénio (mg mL-1) pode ser obtida através da equação: x = (y + 0,0004) / 0,0846, R2= 









[MDA] (mM) =  
 
 
3.4.5 Determinação da Peroxidação Lipídica 
 
Este método foi determinado medindo a formação de MDA pelo método do ácido tiobarbitúrico 
(Madhava Rao e Sresty, 2000), com algumas modificações. A cada 2 mL de amostra adicionou-
se 2,5 mL de 0,1 % (p/v) TCA como agente extractante e centrifugou-se a 10 000 x g, durante 
15 minutos em centrífuga refrigerada Sigma-3-18kTM. Em seguida, uma alíquota de 1 mL do 
sobrenadante foi recolhida para um tubo de vidro e adicionada a 4 mL de 0,5 % (p/v) TBA em 
TCA a 20 % (p/v). Os tubos foram incubados em água a 95 ºC, durante 30 minutos. Após este 
período, a reacção foi interrompida por arrefecimento imediato em banho de gelo, procedendo-
se depois a uma centrifugação a 10 000 x g, durante 15 minutos. Após este passo agitaram-se 
os tubos num vortex. As leituras foram efectuadas num espectrofótometro com registador 
computadorizado Hitachi U – 2000 UV/Vis SpectrophotometerTM a 532 nm descontando-se a 
absorvância inespecífica a 600 nm. A concentração de MDA (mM) foi calculada, utilizando-se o 








3.5 Efeito do cobre no crescimento das estirpes 
 
Os efeitos do cobre no crescimento de Ankistrodesmus falcatus e Anabaena sp., foram 
avaliados utilizando uma metodologia semelhante à descrita em Churro et al. (2008). 
Estirpes de Ankistrodesmus falcatus e Anabaena sp., foram inoculadas em microplacas de 96 
pocetos, sendo expostas a concentrações de cobre entre 2,5 a 20 µM e 1 a 10 µM, 
respectivamente. Posteriormente foram incubadas na câmara de culturas, nas mesmas 
condições descritas em 3.2.1, durante um período de 192 horas. Durante este período mediu-se 
diariamente a absorvância (450 nm) nos pocetos utilizando um leitor de microplacas Thermo 
Labsystems TM. Para cada concentração, bem como para os controlos, foram calculados a 
média e desvio padrão dos triplicados que permitiram determinar o crescimento das culturas.  
As concentrações inibitórias de crescimento IC50192 horas, foram calculadas por regressão das 





3.6 Tratamento estatístico 
 
Para determinar o efeito dos diferentes tratamentos de triptamina e sulfato de cobre nas células 
das estirpes ensaiadas, aplicou-se aos resultados obtidos uma análise de variância a um factor 
(ANOVA). Para a determinação da IC50192 horas foi utilizada uma análise de regressão não 
ponderada (Probit). Foi usado o software SPSS 13,0 (SPSS inc) e o teste de Tukey para 
































4. OPTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE EXTRACÇÃO  
 
4.1. Considerações gerais  
 
O presente capítulo teve como objectivo a descrição do procedimento seguido para estabelecer 
uma metodologia de extracção da fracção protéica e medição da actividade enzimática da CAT 
e da APX. Os ensaios efectuados visaram avaliar as condições de extracção mais adequadas 
durante as diversas etapas deste processo. Foram avaliadas as seguintes etapas: recolha de 
células, ruptura celular, composição do tampão de extracção, centrifugação e sequência 
analítica a utilizar. Durante estes ensaios preliminares foram utilizadas as mesmas estirpes e 
condições de cultivo definidas em materiais e métodos. O estabelecimento desta metodologia 
permitiu obter as condições experimentais definidas em material e métodos que foram utilizadas 
neste trabalho. 
 
Para as determinações de antioxidantes enzimáticos são determinantes condições de obtenção 
de extractos estáveis, em que os níveis de actividade enzimática reproduzam os teores 
celulares in vivo. Apesar de algumas variações que envolvem um conjunto de parâmetros como 
a temperatura, o pH do tampão, a presença de substâncias interferentes, a concentração de 
substrato e, as condições de centrifugação, o princípio do método de extracção é comum a 
diversos materiais biológicos. Existiam disponíveis no laboratório métodos optimizados para 
determinação da actividade da CAT e APX em material de vegetal. Porém, ao utilizar como 
material biológico cianobactérias e microalgas verificou-se que estas metodologias não eram as 
mais adequadas a reproduzir os teores celulares in vivo. Consequentemente, tornou-se 
essencial pesquisa bibliográfica relativa a este tipo de material biológico. Contudo, a maioria 
dos trabalhos disponíveis utilizam outros grupos taxonómicos e/ou metodologias que requerem 
equipamento, reagentes, ou logística muito específica. Consequentemente, para o 
desenvolvimento destes ensaios foram feitas alterações nas condições de extracção partindo 
de diversas metodologias existentes e referidas na bibliografia, de forma a possibilitar a 
realização destas determinações analíticas com os materiais biológicos e as condições 
laboratoriais disponíveis. 
 
As condições de extracção estabelecidas permitiram obtenção de um extracto final parcialmente 
purificado que continha a proteína em formas solúveis, com estabilidade adequada à 
determinação da actividade enzimática de CAT e APX. Em todos os passos efectuados, foram 





4.2. Condições de extracção  
 
4.2.1. Recolha de células  
 
Vários autores referem a centrifugação como método de recolha de células de microalgas e 
cianobactérias do meio de cultura (Dewez et al. 2006; Hong et al., 2008; Mishra et al. 2005; 
Srivastava et al., 2006). No caso da recolha de células referente ao ponto 3.4.1 retirou-se, para 
cada modalidade (Quadro 6), 140 mL de cultura para quatro tubos de centrífuga. De seguida 
efectuou-se uma centrifugação 9600 x g, durante 15 minutos a 8 ºC, em centrífuga refrigerada 
Beckman CoulterTM J2 – 21 M/E. O “pellet” obtido foi suspenso novamente em 3 mL de uma 
solução 100 mM Tris – HCl (pH 7), 20 % glicerol, procedendo-se posteriormente a um rápido 
congelamento em azoto líquido. As amostras foram conservadas na arca de congelação a uma 
temperatura de -65 ºC até a continuidade dos protocolos específicos. O posterior 
descongelamento das amostras ocorreu à temperatura ambiente durante cerca de 15 minutos.   
 
4.2.2. Ruptura Celular 
 
A escolha do método de extracção a utilizar teve em consideração a presença de membranas e 
parede celular no material biológico a analisar. A análise de enzimas intracelulares, como a 
CAT e APX, por metodos espectrofotometricos está dependente de ruptura celular prévia.  
No processo de libertação de enzimas, particularmente intracelulares, a parede celular 
representa uma barreira na transferência destas moléculas para o exterior das células. A 
utilização de ultra-sons, é um método que se tem mostrado adequado na obtenção de enzimas 
e proteinas intracelulares, sem contudo inativá-las (Mokkila et al., 2004). O recurso a esta 
técnica é referido em diversos trabalhos envolvendo cianobactérias e microalgas. Porém, o 
efeito da aplicação de ultra-sons na actividade e estabilidade de enzimas varia consoante a 
estirpe e enzima a testar, estando sempre dependente dos parâmetros de sonicação adoptados 
(Mishra et al. 2008; Srivastava et al., 2006; Hong et al. 2008). Por exemplo, para obtenção de 
extractos adequados à determinação da actividade enzimática da CAT e APX em Anabaena 
doliolum, Mishra et al. (2008) efectuaram uma sonicação a 10 kHz  durante 10 minutos com 
quatro intervalos de 2 minutos cada. Por sua vez, Hong et al. (2008) utilizaram ondas de 
potência igual a 200 W durante um período de 5 minutos (pulsos de 2 segundos, 8 segundos de 
pausa) em Microcystis aeruginosa. Dado o  homogeneizador ultrasónico disponível para os 
ensaios (Dr. Hielscher GmbHTM UP 50 H Ultrasonic) possuir uma potência máxima de 50 W, o 
presente ponto tem como objectivo adequar as condições de sonicação aos materiais 




Apresenta-se de seguida uma descrição do procedimento utilizado para este efeito: 2 mL de 
amostra foram suspensos em 3 mL de tampão de extracção apropriado (ver ponto 4.2.3), e 
seguidamente submetidos a uma sonicação num recipiente de esferovite contendo gelo, de 
forma a manter a temperatura em torno dos 4 ºC. Optou-se por fixar potência em 50 W (pulsos 
de 6 segundos, 4 segundos de pausa), e variou-se o tempo de sonicação (0, 10, 15, 20 
minutos). Em seguida observou-se, num microscópio óptico Leitz Dialux 22TM, amostras 
retiradas a cada um dos tempos de exposição. As amostras de Anabaena sp. e A. gracile 
correspondentes ao controlo apresentavam a morfologia tipica, sendo bem visíveis heterocistos 
e células agrupadas em colónias (filamentos). Com o aumento dos tempos de sonicação foram 
sendo verificados sinais de alterações morfologicas. De uma forma geral, para tempos de 
sonicação iguais ou superiores a 10 minutos, as células apresentavam-se deformadas, com 
filamentos mais curtos e em certos casos quebrados. Consequentemente, a parede celular 
encontrava-se danificada, promovendo a libertação de pigmentos e outros metabolitos para o 
exterior das estruturas celulares. Este facto era visivel pela aparente descoloração das células 
das estirpes ensaiadas. 
 
De forma a avaliar se a ruptura celular tinha sido suficiente para libertar as enzimas CAT e APX, 
sem contudo inactiva-las, foram determinadas actividades enzimáticas para as modalidades de 
sonicação que produziram maior rompimento celular. Contrariamente ao que se esperava, as 
actividades enzimáticas obtidas foram baixas. Tentou-se equacionar as causas para tal dado 
que à partida os metabolitos intracelulares, em particular as enzimas, estavam disponiveis, 
como comprovava a observação microscopica. Uma  possível causa poderia se dever a 
desnaturação devida a um sobre-aquecimento da amostra resultante de um arrefecimento 
pouco eficiente. Aliás, Almeida et al. (2008) refere como um dos incovenientes do método de 
ultra-sons o excessivo aquecimento da amostra. De facto, a garantia da manutenção de baixas 
temperaturas para preservação da actividade biológica da enzima poderia não estar a ser 
satisfeita, dado que era incompatível com o tempo durante o qual o aparelho necessitava estar 
ligado até se atingir o grau de ruptura pretendido. Para solucionar este problema foi necessário 
verificar a temperatura da amostra durante o processo de sonicação substituindo, sempre que 
necessário, o gelo. Adicionalmente, procedeu-se a um leve agitamento dos tubos para que 
durante este processo todas as células presentes na amostra experimentassem a mais elevada 
energia de cisalhamento (Almeida et al. 2008). Esta acção resolveu um problema decorrente da 
deformação dos tubos de plástico que  impossibilitava a sua reutilização,que poderia , Inclusivé, 





Após se proceder a estas alterações na metodologia, foram medidas actividades enzimáticas 
da CAT e APX e, com bases nestas, estabeleceram-se as seguintes condições de sonicação: 
potência  50 W, durante um período de 20 minutos (pulsos de 6 segundos, 4 segundos de 
pausa) a 4ºC. 
 
4.2.3. Composição do tampão de extracção 
 
Dada a necessidade de os extractos obtidos se manterem estáveis durante os ensaios houve a 
necessidade de efectuar pesquisa sobre a composição dos tampões de extracção, permitindo 
que alterações que ocorressem ao longo do tempo fossem minoradas. Alguns autores referem 
a utilização de tampão fosfato em organismos como Anabaena variabilis, Nostoc muscorum e 
Aulosira fertilíssima, Cladophora glomerata, Enteromorpha ahlneriana (Choo et al., 2004; Kumar 
et al., 2008). Por outro lado, Srivastava et al. (2006) e Mishra et al. (2008) utilizaram em ensaios 
para determinação da actividade enzimática da CAT e APX em Anabaena doliolum um tampão 
de extracção composto por 1 mM EDTA e 1 % PVP, com a adição de 1 mM de ASA no caso da 
APX. Contudo, verificou-se, para as amostras testadas nestes ensaios, que estes tampões não 
asseguravam a estabilidade enzimática necessária, tendo-se equacionado a utilização de um 
tampão de extracção Tris – HCl, como referido em Nagalashimi e Prasad (1998) e em Bhargava 
et al. (2008). Relativamente à CAT testou-se o tampão de extracção descrito em seguida: (1) 
Tris-HCl, 100 mM (pH 7, 5), 3 mM de DTT (p/v), 1 mM de EDTA (p/v). Porém, está referenciada 
a utilização de tampões de extracção com pH compreendido entre 7,0 e 7,5 em materiais 
biológicos semelhantes aos utilizados nestes ensaios (Dewez et al. 2006; Hong et al., 2008; 
Kumar et al., 2008). Para avaliar a potencial influência do pH, foram medidas as actividades 
enzimáticas de um tampão com a mesma composição mas com pH corrigido a 7,0. Os valores 
de actividade enzimática obtidos foram ligeiramente melhores, permanecendo no entanto 
baixos e pouco estáveis. Partindo da hipótese de que a baixa actividade se pudesse dever a 
problemas decorrentes de oxidação de polifenóis presentes nos extractos enzimáticos, testou-
se a adição de PVP (Soares et al. 2002). Porém, a adição de PVP dificultou o processo de 
sonicação e, não se tendo registado uma melhoria na actividade enzimática que justificasse a 
adição deste composto, optou-se por efectuar a extracção sem este composto. Foi então 
testada a utilização de um protector da fracção protéica, o glicerol, numa tentativa de melhorar 
a estabilidade enzimática, tendo sido adicionado ao tampão de extracção, 20 % de glicerol 
(p/v), tendo-se obtido uma melhoria da estabilidade enzimática. Para a APX foi testado um 
tampão com uma composição semelhante ao estabelecido para CAT mas com adição de 5 mM 




Foram estabelecidos tampões de extracção com a seguinte composição: 
1) para CAT: Tris-HCl, 100 mM (pH 7,0), 3 mM de DTT (p/v), 1 mM de EDTA (p/v) e 20 % 
glicerol  
2) para APX: Tris-HCl, 100 mM (pH 7,0), 3 mM de DTT (p/v), 1 mM de EDTA (p/v), 5 mM de 
ASA (p/v) e 10 % glicerol. 
 
4.2.4. Remoção dos resíduos celulares por centrifug ação  
 
Neste passo pretendeu-se a obtenção de um extracto límpido de forma a não afectar as leituras 
de absorvância. Hong et al. (2008) efectuou uma centrifugação 12 000 x g, durante 10 min, a 4 
ºC para Microcystis aeruginosa. Centrifugações mais fortes, 15 000 x g, durante 30 minutos, a 4 
ºC, encontram-se descritas em Mishra et al. (2008) e Srivastava et al. (2006) para Anabaena 
doliolum. Experimentou-se inicialmente uma centrifugação 12000 x g, durante 20 minutos, a 4 
ºC, em centrífuga refrigerada Sigma-3-18kTM. Porém, ao verificar que o extracto não se 
apresentava límpido, optou-se por uma centrifugação 12000 x g, durante 30 minutos, a 4 ºC. 
Observaram-se melhorias consideráveis no extracto, e consequentemente na actividade 
enzimática da CAT e APX, estabelecendo-se as seguintes condições de centrifugação: 12000 x 
g, durante 30 minutos, a  4 ºC. 
 
4.2.5. Concentração de substrato a utilizar nas lei turas  
 
A utilização de concentrações de substrato inadequadas pode impedir a obtenção de resultados 
fiáveis de actividade enzimática. De forma a testar os volumes de amostra mais adequados à 
determinação da actividade enzimática da CAT e APX foram realizados ensaios com diversas 
modalidades (1 a 6) (Quadros 7 e 8). EB refere-se ao ensaio em branco. Para cada modalidade 
foram determinadas actividades enzimáticas e comparados os resultados. Com base nestes 
ensaios estabeleceram-se as seguintes concentracções de extracto:  
1) para CAT: 1,5 mL de solução tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 7,6), 1 mL de solução 
stock H2O2 e 200 µL do sobrenadante da amostra.  
2) para APX: 1,90 mL de tampão fosfato 50 mM (pH 7,6), 750 µL de uma solução stock de 0,25 
mM Ascorbato e 0,1 mM EDTA, 300 µL de uma solução stock de 0,30 H2O2 e 50 µL de 






































Quadro 7 – Esquema de leituras para determinação da actividade enzimática da CAT 
 EB 1 EB 2 EB 3 
Tampão (mL) 2,5  1,5  2,6  1,6  2,65  1,65  
Amostra (µL) 200  200  100 100 50 50 
H2O2 (mL) ..... 1  ….. 1 ….. 1 
V total (mL) 2,7  2,7  2,7  2,7  2,7  2,7  
 EB 4 EB 5 EB 6 
Ascorbato + EDTA (µL) 750 750 750 750 750 750 
Tampão (mL) 2,3 1,9 2,3 1,85 2,3 1,8 
Amostra (µL)  50  100  150 
H2O2 (µL)  300  300  300 






4.2.6. Sequência analítica de preparação de extract os  
 
Após o estabelecimento das condições mais adequadas em cada etapa do processo de 
extracção, foram ensaiadas três modalidades (A, B, C). A Figura 9. ilustra a sequência de 
etapas utilizadas para cada metodologia. Estão representadas as etapas que se seguem ao 
descongelamento da amostra.   
 
No caso da modalidade A, e para cada enzima a testar (CAT, APX), suspendeu-se 1 mL de 
amostra em 1,5 mL de tampão de extracção adequado (ver ponto 4.2.3). De seguida efectuou-
se uma centrifugação 3 000 x g, durante 15 minutos, a 4 ºC em centrífuga refrigerada Sigma-3-
18kTM. O “pellet” foi recolhido para tubos de plástico e suspenso novamente em 3 mL de tampão 
extracção adequado (ver ponto 4.2.3) e procedeu-se ao processo de sonicação (ver ponto 
4.2.2). De seguida, retirou-se uma alíquota de 1,7 mL de cada tubo e efectuou-se uma 
centrifugação (ver 4.2.4). Posteriormente, retirou-se uma alíquota de 1,5 mL do sobrenadante 
para tubos “eppendorf” e procedeu-se às leituras de actividade enzimática (ver ponto 4.2.5). 
Dado que a primeira centrifugação se destinava a retirar as células do meio de cultura inicial, 
avaliou-se a eficácia deste procedimento, eliminando-a do procedimento e medindo a actividade 
enzimática (modalidade B). A actividade enzimática obtida não mostrou melhorias, e os valores 
de actividade enzimática eram muito baixos, indicando que a preparação do extracto não 
estava a ser adequada. Além disso, nestas modalidades, a obtenção dos triplicados de cada 
amostra era efectuada antes da sonicação, requerendo tempos totais de sonicação 
consideráveis o que tornava a logística laboratorial complicada, o que foi determinante para se 
testar uma modalidade diferente, a modalidade C. Para a modalidade C, para cada amostra e 
enzima a testar (CAT, APX), tomaram-se 2 mL de amostra, suspendeu-se em 3 mL de tampão 
de extracção apropriado (ver ponto 4.2.3), e procedeu-se a uma sonicação (ver ponto 4.2.2). 
Após este processo, retiraram-se 3 alíquota de 1,7 mL de cada tubo de cada tubo e efectuou-se 
uma centrifugação (ver 4.2.4) para remover materiais celulares (Choo et al., 2004). 
Posteriormente, retirou-se uma alíquota de 1,5 mL do sobrenadante para tubos “eppendorf” e 
procederam-se às leituras de actividade enzimática (ver ponto 4.2.5).  
 
A modalidade de extracção C mostrou ser a mais eficiente na obtenção de um extracto final 
parcialmente purificado, contendo proteína em formas solúveis, com estabilidade compatível 
com as determinações de actividade enzimática. Consequentemente, esta modalidade foi 
adoptada como metodologia de extracção mais adequada sendo utilizada na determinação da 
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Figura 9 – Sequências analíticas testadas na preparação dos extractos 
CAT 

















5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
5.1. Ensaio relativo à triptamina  
 
A utilização de compostos aleloquimicos com potencial algicida pode provocar stress oxidativo 
em algas e cianobacterias (Schrader et al., 2005; Hong et al., 2008; Hong et al., 2009). De uma 
forma geral o stress oxidativo deriva de uma alteração no balanço entre a produção de EROs e 
a remoção das mesmas pelas defesas antioxidantes e o desequilíbrio estabelecido favorece o 
aumento de EROs (Halliwell e Whiteman, 2004; Scandalios, 2005; Halliwell, 2007). Em células 
algais uma EROs predominantemente mensurável é o H2O2, dado que está espécie é 
relativamente estável e menos reactiva que o O2˙- e o OH˙ (Knaurt e Knauer, 2008). Apesar de 
H2O2 poder, em excesso, causar danos oxidativos em membranas, lípidos e ácidos nucleicos, 
os organismos aquáticos desenvolveram, durante a sua evolução, um conjunto de mecanismos 
adaptativos de defesa antioxidante de forma a proteger os seus componentes celulares de 
danos oxidativos provocados pelas EROs (Livingstone, 2001; Pinto et al., 2003; Halliwell, 2006). 
 
Neste ensaio expusemos duas espécies, Ankistrodesmus falcatus e Aphanizomenon gracile, a 
condições de stress oxidativo pela aplicação de 3 e 6 µg mL-1 de triptamina e, através da 
medida de indicadores de stress oxidativo, avaliamos a diferente tolerância destes organismos 
ao stress e a eficácia dos mecanismos específicos de defesa antioxidante. 
 
5.1.1. Danos oxidativos induzidos pela triptamina  
 
A Figura 10. refere-se a danos oxidativos produzidos em Ankistrodesmus falcatus e 
Aphanizomenon gracile, resultantes de stress oxidativo induzido por diferentes concentrações 
de triptamina (0, 3 e 6 µg mL-1). Estes danos foram medidos em termos do conteúdo de H2O2 e 
peroxidação lipídica utilizando como indicador o produto final MDA.  
Em situações fisiológicas normais (0 µg mL-1 de triptamina) verificou-se uma baixa produção de 
H2O2 em A. gracile e A. falcatus, devendo esta resultar do metabolismo normal destes 
organismos (Livingstone, 2001; He e Häder, 2002; Pinto et al., 2003; Knaurt e Knauer, 2008). 
Porém, foram verificadas diferenças significativas (p  <0,05) nos conteúdos celulares de H2O2  e 
MDA entre as duas estirpes.  A. gracile apresentou uma menor produção (28,25 %) de H2O2, 
que se repercutiu numa menor produção (30,09 %) de MDA relativamente a A. falcatus. Este 
tipo de diferenças são caracteristicos de um organismo específico, pelo que podem ocorrer 
diferenças entre diferentes espécies de cianobactérias, algas,ou até entre diferentes fenótipos 




Neste ensaio, após a aplicação de um stress abiótico (3 e 6 µg mL-1 de triptamina) verificou-se 
um incremento significativo (p <0,05) na produção de EROs, neste caso de H2O2, em A. gracile 
e A. falcatus, o que parece indicar que as células estariam em stress oxidativo. Estes resultados 
estão em consonância com os obtidos expondo Microcystis aeruginosa a EMA e gramina dois 
aleloquímicos com potencialidades para serem utilizados como agentes algicidas (Hong et al., 
2008; Hong et al., 2009). Foram ainda registadas diferenças significativas (p <0,05) na 
produção de H2O2 entre as duas estirpes. O H2O2 é uma ERO que pode causar danos de 
natureza oxidativa, podendo induzir alterações consideráveis na conformação de importantes 
biomoléculas como lípidos de membrana e proteínas. Por outro lado, durante a evolução, A. 
gracile e A. falcatus, coexistindo no mesmo habitat, competindo pelos mesmos recursos, 
poderão ter desenvolvido diferentes estratégias para sequestrar o H2O2, o que explica uma 
maior ou menor tolerância destes organismos ao stress oxidativo induzido pela triptamina. 
Assim, estirpes que possuam mecanismos mais eficientes de sequestração de H2O2 deverão 
sofrer menores danos oxidativo, sendo de esperar que os parâmetros bioquimicos H2O2 e MDA, 
variem na razão inversa.  
 
Em A. falcatus, o desequilíbrio gerado no estado redox celular, não foi acompanhado de um 
incremento no conteúdo de MDA, que é utilizado como bioindicador da peroxidação lipídica 
reflectindo assim o grau de dano oxidativo celular (He e Häder, 2002; Pinto et al., 2003; Kumar 
et al., 2008; Hong et al., 2009). De facto, apesar de se ter registado uma correlação positiva (r = 
0,99) entre o aumento na produção de H2O2 e o aumento da concentração de triptamina até 6 
µg mL-1, foram verificados decréscimos de 16,15 % e 33,76 % nos níveis de MDA, tendo-se 
estabelecido uma correlação negativa (r = 0,99) entre aumento da concentração de triptamina e 
o nível de MDA formado. Por outro lado, em A. gracile verificaram-se os maiores aumentos 
significativos (p <0,05) nos níveis de H2O2 (4,0 e 1,62) e MDA (1,62 e 1,49) relativamente ao 
controlo e, para concentrações de 3 µg mL-1 de triptamina, o conteúdo de celular de H2O2 foi 
significativamente (p <0,05) mais acentuado (39,38 %) que em A. falcatus, ocorrendo um 
decréscimo não significativo para concentrações de 6 µg mL-1. Os danos membranares 
produzidos nesta estirpe mostraram estar correlacionados positivamente (r = 0, 99) com a 
produção de H2O2.  
 
Hipoteticamente a menor fitotoxicidade da triptamina, verificada A. falcatus relativamente a A. 
gracile, poderá dever-se a menores danos oxidativos produzidos nos lipidos membranares 
desta estirpe sugerindo que A. falcatus possua eficiêntes mecanismos de defesa antioxidante 





Figura 10 – Peroxidação lipídica (A) e nível de H2O2 (B) em A. gracile e A. falcatus expostas a diferentes 
concentrações de triptamina. A peroxidação lipídica foi medida através da produção de MDA. As barras 
representam as médias ± desvio padrão dos triplicados. Diferentes letras, presentes em cima das barras, 
denotam significância intra ou interespecífica p <0,05 
 
De forma a averiguar se o aumento na produção de EROs verificado em A. gracile e A. falcatus, 
pela exposição a triptamina, estimulou a activação do sistema de defesa antioxidante 





5.1.2. Efeitos da triptamina na actividade enzimáti ca 
 
A Figura 11. refere-se a variações no teor de proteína e na actividade enzimática de CAT e APX 
em Ankistrodesmus falcatus e Aphanizomenon gracile, resultantes de stress oxidativo induzido 
por diferentes concentrações de triptamina (0, 3 e 6 µg mL-1). A actividade enzimática foi 
expressa em actividade específica, ou seja, actividade enzimática em relação ao teor de 
proteína da amostra.  
 
Neste ensaio, verificou-se que a exposição a triptamina provocou um aumento do nível celular 
de EROs, tendo o sistema de defesa antioxidante respondido significativamente (p <0,05) à 
indução deste sinal destrutivo. Contudo, a indução da actividade da CAT e APX não foi 
suficiente para evitar a ocorrência de danos proteícos. Relativamente ao teor em proteína total 
foram verificados decréscimos significativos com o aumento da concentração de triptamina, 
13,94 % e 21,77 % em A. gracile e 6,52% e 21,47 % A. falcatus, em relação aos controlos. 
Estes decréscimos no conteúdo protéico poderão resultar de um aumento de EROs, cujo efeito 
pode ser o resultado de uma degradação da fracção protéica, resultante de danos de natureza 
oxidativa (Leitão et al., 2003; Møller e Kristensen, 2004).  
 
A maior actividade de CAT e APX verificada em A. falcatus (0,10; 0,09; 0,10 e 1,51; 2,41 
respectivamente) relativamente a A. gracile, sugere que os mecanismos de defesa antioxidante 
de A. falcatus, estejam mais fortemente expressos, em particular a APX. De facto, a actividade 
da CAT e APX, são características de cada organismo, e tendo sido desenvolvidas durante a 
evolução dos mesmos podem estar diferentemente expressas, o que pode, em parte, conferir 
uma maior ou menor tolerância ao stress oxidativo (Choo et al., 2004; Wu et al., 2007; Knaurt e 
Knauer, 2008; Mishra et al., 2008). Estes resultados são similares aos obtidos em Ulva rígida e 
Cladophora glomerata, nos quais a APX mostrou ser a enzima principal na sequestração de 
H2O2 (Collén e Pedersén, 1996; Choo et al., 2004). Possíveis explicações para a maior 
actividade de APX relativamente a CAT, registada para concentrações de 3 e 6 µg mL-1 de 
triptamina, poderão estar relacionadas com o facto de a CAT possuir uma menor afinidade com 
o substrato (H2O2) (mM) agindo na remoção do excesso de EROs durante o stress, enquanto a 
APX, com maior afinidade em relação ao substrato (µM), poderá ser responsável por uma fina 
modelação da resposta em relação à produção de EROs (He e Häder, 2000; Mitller, 2002). 
Assim, o aumento significativo de H2O2, verificado em A. gracile após a exposição a 6 µg mL
-1 
de triptamina, deverá ter actuado como um sinal para o operão apx, responsável pela regulação 
desta enzima, o que explica que para 6 µg mL-1 de triptamina esta espécie possua uma maior 





Figura 11 – Efeito de diferentes concentrações de triptamina na actividade de APX (A) e CAT (B) e 
proteína total (C) em A. gracile e A. falcatus. As barras representam as médias ± desvio padrão dos 
triplicados. Diferentes letras, presentes em cima das barras, denotam significância intra ou interespecífica 




5.2. Ensaio relativo ao cobre  
 
5.2.1. Efeitos do Cu 2+ no crescimento  
 
O cobre é um micronutriente essencial ao metabolismo de microalgas e cianobactérias, 
contudo, a diferença entre a concentração nutricional necessária ao crescimento óptimo e 
aquela que provoca efeitos tóxicos é por vezes reduzida (Tesseire e Guy, 2000; Pinto et al., 
2003; Knauert e Knauer, 2008; Dewez et al., 2005).  
 
Analisando a Figura 12. é possível verificar que os controlos de A. falcatus (B) e Anabaena sp. 
(A) se adaptaram bem às condições de crescimento nas microplacas, tendo a fase exponencial 
se iniciado cerca das 24 horas e mantido até as 192 horas. Contudo, para concentrações de 8 e 
10 µM de Cu
2+, o crescimento de Anabaena sp. foi acentuadamente afectado (inibição de 86,4 
% e 88, 5% quando comparado com o controlo), enquanto o crescimento de A. falcatus foi 
pouco afectado, mesmo para as maiores concentrações testadas 15 e 20 µM de Cu2+ (inibição 
de 21,7% e 51,7% quando comparado com o controlo). De facto, calculando as concentrações 
inibitórias (IC50192 horas), é possível concluir que as concentrações necessárias para inibir 50% 
do crescimento de A. falcatus (IC50 192 horas = 17 µM) são mais altas que as necessárias para 
inibir 50% do crescimento de Anabaena sp. (IC50192 horas = 6,62 µM). Com base nestes 
resultados podemos concluir que para as mesmas concentrações de Cu2+, estas duas espécies 
apresentam uma diferente sensibilidade à exposição ao Cu2+, sendo A. falcatus mais tolerante.  
  
 
Figura 12 – Curvas de crescimento de Anabaena sp. (A) e A. falcatus (B) após exposição a diferentes 
concentrações de cobre durante um período de 192 horas. Os dados representam a média dos 




Embora as modificações registadas no crescimento celular possam servir como indicadores, os 
efeitos do Cu2+ no crescimento de algas e cianobactérias são atribuídos a falhas em diversos 
processos celulares que possuem uma diferente sensibilidade a este composto. Recentemente, 
têm sido utilizados indicadores de stress oxidativo que em combinação com parâmetros 
imunológicos, clorofila a, “stress proteins”, entre outros, permitem determinar a toxicidade do 
cobre para organismos aquáticos (Dewez et al., 2005; Perales – Vela et al., 2007; Knauert e 
Knauer, 2008; Torres et al., 2008). Assim, neste ensaio expusemos Anabaena sp. e A. falcatus, 
a condições de stress oxidativo pela aplicação de 1 e 5  µM Cu2+ e 10 e 50 µM Cu2+ 
respectivamente
 
e, através da medida de indicadores de stress oxidativo, avaliamos a diferente 
tolerância destes organismos ao stress e a eficácia dos mecanismos específicos de defesa 
antioxidante. 
 
5.2.2. Danos oxidativos induzidos pelo Cu 2+ 
 
Na Figura 13. encontram-se representados os teores celulares de MDA, indicador da 
peroxidação lipídica, reflectindo assim o grau de dano oxidativo celular produzido em Anabaena 
sp. e A. falcatus pela aplicação de 1 e 5  µM Cu2+ e 10 e 50 µM Cu2+, respectivamente.  
 
A toxicidade do Cu2+ para algas e cianobactérias não está relacionada com um único modo de 
acção, na verdade ela interfere com vários aspectos do metabolismo incluindo a integridade 
protéica e a estabilidade das membranas (Nagalashimi e Prasad, 1998; Tesseire e Guy, 2000; 
Srivastava et al., 2006; Li et al., 2006). A destabilização das membranas, induzida por este 
metal, está maioritariamente ligada ao aumento da peroxidação lipídica pelo incremento na 
produção de EROs. Este processo, uma vez iniciado, pode causar danos oxidativos em 
membranas, lípidos e ácidos nucleicos (He e Häder, 2002; Pinto et al., 2003, Mallick, 2004; 
Mishra et al., 2008). De facto, neste ensaio verificou-se, indirectamente, que as células destas 
duas espécies estariam em stress oxidativo pelos incrementos significativos verificados na 
peroxidação lipídica (MDA).  
 
Quando as células de A. falcatus foram expostas a 10 e 50 µM Cu2+, e para um tempo de 
exposição de 24 horas, verificou-se um aumento significativo (p <0,05) no conteúdo celular de 
MDA relativamente ao controlo, sugerindo a formação de EROs. Estes resultados são similares 
aos obtidos por Li et al. (2006) e Nagalakshmi e Prasad (1998) expondo as microalgas Pavlova 
viridis e Scenedesmus bijugatus a 3 mg L-1 e 100 e 200 µM Cu2+, respectivamente. Inclusivé foi 




falcatus e o aumento da concentração de Cu2+. Uma vez que os controlos referentes às 24 e 48 
horas possuíam o mesmo conteúdo celular de MDA (0,0198 mM L-1), indicando que o nível 
básico de peroxidação lipídica era o mesmo, o decréscimo no conteúdo celular de MDA (5,56%) 
relativamente ao controlo, após 48 horas de exposição a 50 µM Cu2+, deverá reflectir uma 
diminuição da produção de EROs ou um incremento na actividade de sequestração, ou 
remoção, das mesmas pela exposição ao cobre.  
 
Comparativamente a A. falcatus ocorreu, no geral, maior peroxidação lipídica em Anabaena sp. 
De facto, para concentrações de Cu2+ de 1 µM, e para um tempo de exposição de 24 horas, 
ocorreu um maior incremento na peroxidação lipídica em Anabaena sp. (36,61 %) que o 
verificado em A. falcatus (22,73 %) após a exposição a 10 µM Cu2+. Este diferente grau de 
dano oxidativo, produzido entre as duas espécies, poderá talvez explicar os efeitos fisiológicos 
verificados no crescimento.  
 
O incremento de 46,36 % no conteúdo de proteína total (Figura 14.), verificado após exposição 
a 10 µM Cu2+, sugere que A. falcatus responda ao stress aumentado a síntese de proteína, em 
particular “heat stock proteins”, que previnem o stress induzido nas membranas pela exposição 
a metais pesados (Mishra et al., 2008; Torres et al., 2008). Porém, para 50 µM Cu2+, verificou-
se um decréscimo significativo (p <0,05) no conteúdo protéico (50,0 %) relativamente ao 
controlo. Este decréscimo deverá resultar de um aumento de EROs, cujo efeito pode ser o 
resultado de uma degradação da fracção protéica, resultante de danos de natureza oxidativa 
(Leitão et al., 2003; Møller e Kristensen, 2004). De forma a averiguar se os danos oxidativos 
produzidos nas membranas lipídicas e na fracção proteíca foram provocados por um aumento 
na produção de EROs, ou se estes foram resultarantes de uma fraca activação de mecanismos 
















Figura 13 – Peroxidação lipídica em A. falcatus (A) e Anabaena sp. (B) e expostas a diferentes 
concentrações de cobre. A peroxidação lipídica foi medida através da produção de MDA. As barras 
representam as médias ± desvio padrão dos triplicados. Diferentes letras, presentes em cima das barras, 




Figura 14 – Efeito de diferentes concentrações de cobre na proteína total em A. falcatus (A) e Anabaena 
sp. (B) expostas a diferentes concentrações de cobre. As barras representam as médias ± desvio padrão 






4.1.1. Efeitos do Cu 2+ na actividade enzimática  
 
Nas Figura 15. e 16.  encontra-se representada a resposta antioxidante enzimática de CAT e 
APX em Ankistrodesmus falcatus e Anabaena sp., resultante de stress oxidativo induzido pela 
aplicação de 1 e 5  µM Cu2+ e 10 e 50 µM Cu2+, respectivamente. A actividade enzimática foi 
expressa em actividade específica, ou seja, actividade enzimática em relação ao teor de 
proteína da amostra.  
 
A actividade antioxidante enzimática mostrou estar mais fortemente expressa na clorófita A. 
falcatus relativamente a Anabaena sp, o que torna a clorófita menos vulnerável a ataques 
provocados pelo stress induzido pelo Cu2+. Em A. falcatus, apesar de se ter verificado um 
aumento do conteúdo de MDA até a maior concentração analisada (50 µM Cu2+), foram 
igualmente registados incrementos significativos (p <0,05) na actividade da CAT e APX (3,27 e 
1,21 vezes o controlo) quando expostas às mesmas condições, o que indica o papel destas 
enzimas na sequestração das EROs formadas em excesso. Inclusivé, o nível de MDA mostrou 
estar correlacionado com a actividade da CAT (r = 0,955).  
 
O aumento na actividade da CAT, bem como o verificado na APX, poderão resultar do 
incremento de H2O2, já que este aumento poderá ter sido interpretado como um sinal, quer pelo 
operão apx, responsável pela regulação desta enzima, como ainda por um gene que codifica a 
CAT (Kawasaki e Aguirre, 2001; Vranova et al., 2002; Mishra et al., 2008). Resultados similares 
foram obtidos para diversas espécies de microalgas expostas a concentrações de Cu2+ 
compreendidas entre os 0,25 e os 100 µM Cu2+ (Nagalakshmi e Prasad, 1998; Mallick, 2004; 
Dewez et al., 2005, Li et al., 2006). Embora tenha ocorrido uma activação de CAT e APX, a 
actividade destas enzimas, quando comparada, mostrou ser 6,36 vezes superior para a APX. 
Assim, a APX parece ser a principal enzima responsável pela sequestração de EROs nesta 
espécie. Estes resultados estão em consonância com os obtidos em Ulva rígida e Cladophora 
glomerata, nos quais a APX mostrou ser a enzima principal na sequestração de H2O2 (Collén e 
Pedersén, 1996; Choo et al., 2004). Esta perspectiva de “two-way defence system”, sugerida 
por Mitller (2002), é hoje defendida por diversos autores e consiste na hipotética diferença de 
afinidade da APX (µM) e CAT (mM) para o substrato (H2O2) (He e Häder, 2002; Dazy et al., 
2009). Procedendo a uma análise dos dados referentes às 48 horas de exposição a 50 µM Cu2+ 
é possível verificar uma indução significativa (p <0,05) na actividade da APX embora a sua 





Relativamente a Anabaena sp., foram verificados decréscimos significativos (p <0,05) na 
actividade da CAT (0,63 e 0,67 vezes o controlo), quando as células foram expostas a 1 e 5 µM 
Cu2+. Embora estes resultados estejam em consonância com os obtidos por diversos autores 
em Anabaena doliolum, o decréscimo da actividade ocorre geralmente para 10 e 50 µM Cu2+, 
ou seja, para concentrações consideravelmente superiores às utilizadas neste ensaio 
(Srivastava et al., 2005; Srivastava et al., 2006; Mishra et al., 2008). Contudo, o decréscimo 
registado deverá resultar de uma produção de excessiva EROs, que ao disturbar a actividade 
catalítica das proteínas as torna mais susceptíveis a um ataque protolítico (Mishra et al., 2008). 
Tal como o verificado para A. falcatus, a APX indica ser a principal enzima envolvida na 
sequestração de EROs, tendo ocorrido um aumento significativo na sua actividade para 1 e 5 
µM Cu2+ (5,85 e 7,46 vezes o controlo, respectivamente) (p <0,05). De facto, para Anabaena 
doliolum, estão documentados incrementos na actividade desta enzima mesmo quando exposta 
a concentrações de cobre de 40 e 50 µM Cu2+ (Srivastava et al., 2005; Srivastava et al., 2006; 
Mishra et al., 2008). Apesar desta indução da APX, a produção de EROs não foi balanceada 
com uma adequada actividade de sequestração. 
 
Estes resultados parecem indicar que os danos oxidativos produzidos nas células de A. falcatus 
deverão resultar de uma produção excessiva de EROs, e não de uma baixa activação de 
antioxidantes enzimáticos responsáveis pela sequestração das EROs. Pelo contrário em 
Anabaena sp., os danos oxidativos produzidos em lipídos e proteínas deverão ter sido 



















Figura 15 – Efeito de diferentes concentrações de cobre na actividade da CAT em A. falcatus (A) e 
Anabaena sp. (B) expostas a diferentes concentrações de cobre. As barras representam as médias ± 





Figura 16 – Efeito de diferentes concentrações de cobre na actividade da APX em A. falcatus (A) e 
Anabaena sp. (B) expostas a diferentes concentrações de cobre. As barras representam as médias ± 









6. CONCLUSÃO  
 
Os resultados presentes nesta dissertação permitem, em certo grau, compreender melhor os 
mecanismos bioquímicos (actividade antioxidante e danos oxidativos) e fisiológicos (inibição no 
crescimento) adoptados por cianobactérias formadoras de blooms (Anabaena sp. e 
Aphanizomenon gracile) e por uma clorófita (Ankistrodesmus falcatus) quando cultivados em 
condições que induzem o stress oxidativo.  
 
Neste trabalho foram utilizados, sulfato de cobre e triptamina, compostos com propriedades 
algicidas, simulando deste modo o stress oxidativo que seria introduzido num sistema 
dulçaquícola e, consequentemente, nas células destes organismos. Apesar de para o sulfato de 
cobre já estarem descritos mecanismos bioquímicos e fisiológicos adoptados por estas 
espécies, para a triptamina, composto natural com potencial algicida, existia uma lacuna de 
informação relativa aos mecanismos bioquímicos induzidos pela exposição a este composto. 
Para melhor entender estes mecanismos foi desenvolvida uma metodologia para a extracção e 
análise da actividade enzimática de CAT e APX, indicadores indirectos de stress oxidativo 
celular, em duas espécies de cianobactérias e numa clorófita.  
 
A exposição de espécies de cianobactérias formadoras de blooms (Anabaena sp. e A. gracile) e 
clorófita (A. falcatus) à triptamina e ao Cu2+ causa um desequilíbrio no estado redox celular, 
ocorrendo um incremento significativo da produção de EROs. Em resposta a este sinal, ocorre 
um incremento significativo na actividade de sequestração das mesmas, verificando-se uma 
diferente resposta, e sensibilidade, no sistema de defesa antioxidante enzimático, o que mostra 
que as estratégias de defesa contra as EROs podem variar consoante a espécie e o composto 
testado. De uma forma geral, a APX é a principal enzima responsável pela sequestração de 
EROs em cianobactérias e na clorófita, embora em A. falcatus se tenha verificado uma 
significativa activação de CAT após 24 horas de exposição a 50 µM Cu2+. De facto, a actividade 
antioxidante enzimática está mais fortemente expressa na clorófita (A. falcatus) relativamente 
às cianobactérias (Anabaena sp. e A. gracile), logo menos vulnerável a ataques de compostos 
que causam stress oxidativo, o que pode, em parte, explicar os efeitos fisiológicos que incluem 
inibição irreversível do crescimento em cianobactérias. Contudo, para perceber melhor a 
dinâmica da regulação dos sistemas de defesa antioxidante nestes organismos, bem como a 
diferente tolerância ao stress oxidativo, é necessário desenvolver mais estudos, em particular 
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Composição solução Fe – EDTA: 10 mL Sol. C + 9,5 mL Sol. D + 1000 mL água desionizada 
 Sol. C - 2, 8 g FeCl3 em 100mL de 0,1 HCl 





Quadro 10  – Solução de micronutrientes. As quantidades foram adicionadas a 1000 mL de água 



















Quadro 9 – Composição do meio utilizado no cultivo de cianobactérias e clorófitas utilizadas nos 
ensaios. As quantidades foram adicionadas a 1000 mL de água desionizada (Churro, 2007) 
Quantidade Composto Solução stock 
Solução A (10mL)  
NaNO3 
Ca (NO3)2 ·4H2O 
MgSO4 ·7H2O 
46,7 g L-1dd H2O 
5,9 g L-1  dd H2O 
2,5 g L-1  dd H2O 
Solução B (10mL)  
K2PO4 
NaCO3 
3,1 g L-1  dd H2O 
2,1 g L-1  dd H2O 
1mL Solução de micronutrientes Quadro 10 
10mL Solução Fe – EDTA a 
Quantidade Composto 
3,1 H3BO3NO3 
0,22 ZnSO4 · 7H2O 
2,23 MnSO4 · 4H2O 
0,033 Na2WO4 · 2H2O 
0,054 VOSO4 · 6H2O 
0,146 Co(NO3) · 6H2O 
0,088 (NH4)6 Mo7O24 · 4H2O 
0,474 Al2(SO4)3 · 2H2O 
0,198 Ni SO4(NH4)2 SO4 · 6H2O 
0,083 Kl 
0,119 KBr 
0,037 Cr(NO3)3 · 7H2O 
0,154 Cd(NO3)3 · 4H2O 
